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Sein und Wissen ist ein uferloses Meer: Je weiter wir vordringen, umso unermesslicher dehnt sich 
aus, was noch vor uns liegt; jeder Triumph des Wissens schließt hundert Bekenntnisse des 






























Die Entwicklung vielzelliger Organismen ist ein komplexer Prozess, bei dem eine Vielzahl ineinander 
greifender Vorgänge die Zelldifferenzierung, die Entstehung von Zellverbänden und Ausbildung von 
Strukturen mit entsprechender Funktionalität regulieren. Das Gehirn, als das komplexeste aller 
Systeme, besteht bei den Säugetieren aus 1012 Neuronen, die über 1015 Synapsen spezifisch 
miteinander verknüpft sind und wohl das leistungsfähigste Netzwerk bilden. Es ist erstaunlich, wie sich 
aus dem scheinbar geringen genetischen Informationsgehalt der Zellen, der noch dazu in jeder Zelle 
gleich ist, ein solch komplexes Organ entwickelt. Dazu müssen die Entwicklungsvorgänge wie 
Induktion, Proliferation, Bildung neuronaler Vorläuferzellen, Differenzierung, Wegfindung der 
Neuronen (Migration) und das Auswachsen von Axonen (axonale Lenkung) zu einem 
Bestimmungsort, als auch die Entstehung spezifischer neuronaler Kontakte gesteuert und reguliert 
werden. Bei der Kontrolle der Entwicklungs- und Differenzierungsvorgänge spielen räumlich und 
zeitlich begrenzt gebildete Regulatorproteine (Transkriktionsfaktoren) eine wesentliche Rolle, die 
ermöglichen, dass Gene zur richtigen Zeit und im rechten Ausmaß abgelesen werden, die dann 
wiederum die Proteine zum Aufbau und der Funktionalität des Nervensystems erzeugen. Aus 
multipotenten, mitotisch aktiven Vorläuferzellen in den proliferativen Zonen nahe der Ventrikel des 
sich entwickelnden Gehirns differenzieren sich neuronale und gliale Zellen mit festgelegter Identität, 
die aus den proliferativen Zonen bis in die jeweiligen Zielgebiete wandern, wo sie spezifische Kontakte 
mit anderen Zellen ausbilden und an der Ausbildung differenzierter Strukturen des Gehirns beteiligt 
sind.   
 
1.1. Die Entwicklung des Neokortex 
Die Neurone des Neokortex, die Pyramidenzellen und Interneurone sind horizontal in sechs Schichten 
und vertikal in Kolumnen oder Säulen angeordnet. Die Neurone der verschiedenen Säulen haben 
unterschiedliche funktionelle Eigenschaften, wohingegen die Neurone innerhalb einer Säule auf 
ähnliche Reizparameter, wie zum Beispiel Form oder Farbe im visuellen Kortex antworten (Hubel et 
al., 1962). Die laminare Organisation des Kortex ist bereits morphologisch durch die unterschiedliche 
Größe und Packungsdichte der Zellen erkennbar. Die Zellen der bestimmten Schichten weisen 
zusätzlich zur Morphologie auch unterschiedliche neurochemische und physiologische Eigenschaften 
auf. Die Zellen der bestimmten Schichten unterscheiden sich bezüglich ihrer Transmitterexpression, 
der intrinsischen, efferenten und afferenten Kontakte. So verzweigen die Axone von Pyramidenzellen 
der Schicht 6 in Schicht 4 jedoch nicht in Schicht 5. Neurone der Schicht 2/3 bilden wiederum 
Axonkollateralen in Schicht 2/3 und 5 aus, hingegen nicht in Schicht 4 und 6. In Schicht 4 terminieren 
die thalamischen afferenten Fasern (Garey et al., 1971; Lund et al., 1977). Die Efferenzen der 
Schichten 5 und 6 bilden subkortikale, die Zellen der oberen Schichten kortiko-kortikale Verbindungen 
aus (Gilbert et al., 1975). Die hochpräzisen und stereotypen inter- und intrakortikalen Verbindungen 




(Gilbert et al., 1979; Bolz et al., 1989; Katz et al., 1992). Die neuronale Identität und somit die 
Schichtenspezifität der Neurone korreliert mit dem Zeitpunkt der Geburt. Die Ausbildung der kortikalen 
Schichten geschieht nach dem inside-out-Prinzip, wobei tiefere Schichten zuerst, superfizielle 
Schichten später gebildet werden (McConnell, 1988). Postmitotische Neurone die sich früh aus 
Vorläuferzellen der Ventrikularzone differenzieren (E10 bis E14 bei der Maus), wandern radial aus und 
bilden die tieferen Schichten 6 und 5, spätere postmitotische Zellen bilden die oberen supragranulären 
kortikalen Schichten (Rakic, 1971, 1974; McConnell, 1988; Misson et al., 1991; Nadarajah et al., 
2001). Dies gilt nur für die exzitatorischen glutamergen Pyramidenzellen des Kortex. Neuere 
Untersuchungen haben gezeigt, dass die kortikalen GABAergen Interneurone in den proliferativen 
Zonen des basalen Telencephalon gebildet werden und tangential auf verschiedenen 




1.2. Radiale und tangentiale Migration während der Entwicklung des 
Telencephalons 
Radial auswandernde kortikale Neurone aus der Proliferationszone zum Zielort des sich 
entwickelnden Kortex weisen zwei verschiedene Migrationsmodi auf, die Zellkern-Translokation und 
Zell-Lokomotion (Rakic, 1971, 1974; Book et al., 1990; Misson et al., 1991; Nadarajah et al., 2001). 
Bei der Zellkern-Translokation wird zuerst ein leading-Fortsatz in Migrationsrichtung zum Zielgebiet 
ausgesendet und der Zellkern wird anschließend nachgezogen, wobei sich der  leading-Fortsatz 
verkürzt. Diese Form der Migration scheint unabhängig von Gliazellen zu sein und kommt vor allem 
bei auswandernden Neuronen während früher Stadien der Kortexentwicklung vor, die zur Ausbildung 
der Präplatte beitragen (Miyata et al., 2001; Nadarajah et al., 2001). Die Zell-Lokomotion beschreibt 
eine Form von Migration, bei der der gesamte Zellkörper mit leading und trailing Fortsatz entlang von 
radialen Gliazellen bewegt wird, die den Neuronen als Gerüst dienen. Diese Form von radialer 
Migration dominiert bei Zellen die zu späteren Stadien die kortikale Platte bilden (Nadarajah et al., 
2002).  
 
Neben der radialen Migration der Projektionsneurone zeigen GABAerge Interneurone des 
Subpalliums eine weitere Migrationsform, die tangentiale Wanderung in den Kortex, den Hippocampus 
und den olfaktorischen Bulbus (de Carlos et al., 1996; Anderson et al., 1997; Tamamaki et al., 1997; 
Lavdas et al., 1999; Wichterle et al., 1999; Wichterle et al., 2001). Die Area Entopedunculare (AEP), 
die mediale ganglionische Eminenz (MGE) und die laterale ganglionische Eminenz (LGE) sind die 
Strukturen des subpallialen Telencephalons, in denen meisten GABAergen kortikalen Interneurone 
entstehen, die auf distinkten Routen tangential in den Kortex und die anderen Regionen migrieren 
(Van Eden et al., 1989; DeDiego et al., 1994; Anderson et al., 1997; Mione et al., 1997; Tan et al., 




al., 2001a; Olivier et al., 2001). Wie in Abbildung 1.2. dargestellt, scheinen während früher Stadien der 
Entwicklung des Telencephalons (E11,5 bis E12,5 in der Maus) die MGE und AEP die primären 
Herkunftsorte von kortikalen und striatalen Neurone zu sein (Anderson et al., 2001; Marin et al., 
2001a). Während der Embryonaltage E12,5-14,5 entstehen die kortikalen Interneurone hauptsächlich 
in der MGE, die entweder dorsal oder ventral des sich entwickelnden Striatums (striatale Anlage) in 
die SVZ, in die tiefere intermediäre Zone und in die Subplatte des Kortex einwandern (Lavdas et al., 
1999; Anderson et al., 2001; Marin et al., 2001a). Die LGE scheint zu diesem Zeitpunkt nicht zur 
Ausbildung kortikaler Interneurone beizutragen, allerdings zu Zellpopulationen, die in den 
olfaktorsichen Bulbus einwandern (Anderson et al., 2001; Wichterle et al., 2001). Während späterer 
Stadien der Entwicklung (E14,5-16,5) entstammen die kortikalen Interneurone sowohl der LGE als 
auch der MGE (Anderson et al., 2001). Weiterhin konnten Studien von Nery et al. (2002) zeigen, dass 
die caudale ganglionische (CGE) Eminenz eine zusätzliche Quelle für tangential migrierende 
Interneurone des Kortex und des Hippocampus darstellt. Darüber hinaus gibt es Hinweise darauf, 
dass die verschiedenen Subtypen von GABAergen Interneuronen in verschiedenen Bildungsorten des 
subpallialen Telencephalons entstehen. So werden die Somatostatin- und Parvalbumin-
exprimierenden Interneurone hauptsächlich in der MGE, die Calretinin-positiven Interneurone in der 




Abb. 1.2.:  Die verschiedenen Migrationswege tangential auswand ernder Interneurone von dem Subpallium in den 
Kortex (nach  Marin und Rubenstein 2001).  Wie in den Schemata der coronalen Schnitte von Telencephalon-Hemisphären 
dargestellt, werden mindestens drei räumlich und zeitlich verschiedene Wege der Migration unterschieden. A, frühe 
migratorische Interneurone werden in der MGE und der AEP gebildet und wandern superfiziell in den Kortex ein. B, Am 
Embryonaltag E13,5 migrieren die Interneurone der MGE in das sich entwickelnde Striatum und dorsal der striatalen Anlage in 
den Kortex ein. C, In späteren Stadien migrieren die Interneurone sowohl aus der MGE als auch der LGE dorsal des Striatums 
in den Kortex. NCx = Neokortex, PCx = piriformer Kortex, VZ = Ventrikularzone, Str = striatale Anlage, MGE = mediale 








Diese räumlich und zeitlich verschiedenen migratorischen Ströme müssen gelenkt und reguliert 
werden, was die Koordination durch verschiedene Signale erforderlich macht. Es ist bereits bekannt, 
dass motogene Faktoren in der MGE, repulsive Faktoren im ventralen Telencephalon und der LGE, 
sowie attraktive und permissive Signale im Kortex an 
der Regulation der Migration der GABAergen 
Interneurone in den Kortex beteiligt sind (Marin et al., 
2003a). HGF/SF (hepatocyte growth factor/scatter 
factor), BDNF (brain derived neurotrophic factor) wurden 
als motogene Faktoren für die Migration kortikaler 
Interneurone beschrieben (Powell et al., 2001; Polleux 
et al., 2002). Weiterhin konnten einige Moleküle 
identifiziert werden, die an der Abgrenzung definierter 
Routen für tangential migrierende Neurone beteiligt 
sind, wie das Slit/Robo und Semaphorin/Neuropilin 
System (Giger et al., 1996; Livesey et al., 1997; Skaliora 
et al., 1998; de Castro et al., 1999; Yuan et al., 1999). 
Slit 1 ist in der proliferativen Zone der ganglionischen 
Eminenzen exprimiert (Marillat et al., 2002) und zeigt 
eine repulsive Wirkung auf subpalliale Interneurone in 
vitro, woraus abgeleitet wurde, dass dieses Molekül an 
der Repulsion der Interneurone aus den proliferativen 
Zonen beteiligt ist (Hu, 1999; Wu et al., 1999; Zhu et al., 
1999; Chen et al., 2001). Arbeiten von Marin et al. 
(2001) haben gezeigt, dass kortikale Interneurone 
Neuropilin 1 und 2 exprimieren und somit die striatale Anlage vermeiden, in der Sema3A und Sema3F 
exprimiert werden. Interneurone, die keine Neuropilin-Rezeptoren exprimieren wandern in das sich 
entwickelnde Striatum ein (Abb. 1.2.1.)  
 
Neben repulsiven Mechanismen konnten auch Moleküle identifiziert werden, die durch attraktive 
Interaktionen an der Lenkung und Wegfindung der migrierenden Interneurone beteiligt sind. Die 
Neureguline stellen eine Familie von Signalmolekülen dar, von denen vier Vertreter an die 
ErbB-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen-Familie binden können (Buonanno et al., 2001; Falls, 2003). Flames 
et al., (2004) konnte zeigen, dass Neuregulin1 in vitro eine attraktive Wirkung auf MGE-Neurone hat 
und in den proliferativen Zonen des Kortex exprimiert wird. Daraus wurde eine attraktive Wirkung von 
sezerniertem Neuregulin1 auf den Migrationsstrom kortikaler Interneurone abgeleitet. Ferner wurde 
gezeigt, dass die Interaktionen des ErbB4-Rezeptors der kortikalen Interneurone (Yau et al., 2003) mit 
dem membrangebundenen Neuregulin1-CRD der ganglionischen Eminenz an der korrekten 
Wegfindung der Zellen beteiligt sind (Flames et al., 2004). Weiterhin konnte herausgestellt werden, 
dass das LIM Homoedomänen Gen Lhx6 von migrierenden kortikalen Interneuronen des MGE 




1.3. Molekulare Mechanismen der Zellmigration und d er 
Zell-Zell-Adhäsion 
Zelladhäsionsvorgänge spielen eine zentrale Rolle während der Proliferation, Differenzierung, 
Migration und Zellaggregation, die zur Ausbildung von funktionsfähigen Geweben und Organen 
führen. Zelladhäsion bezeichnet den über Zelladhäsionsmoleküle vermittelten Kontakt zu 
Nachbarzellen (Zell-Zell-Kontakt) oder zu Bestandteilen der extrazellulären Matrix 
(Zell-Matrix-Adddhäsion). Zell-Zell-Adhäsionen sind entscheidend für den  Zusammenschluss und die 
Segregation von Zellen zu einem Zellverband, Zell-Matrix-Interaktionen überwiegen bei 
Migrationsprozessen. Die Ausbildung von adhäsiven Kontakten zwischen Zellen oder Zellen und der 
extrazellulären Matrix (ECM) resultiert aus einer Kooperation von den membranständigen 
Adhäsionsmolekülen und dem Aktin-Zytoskelett, und der regionalen Generation von kontraktilen 
Kräften über die Zelle.  
 
Während der Embryonalentwicklung stellt die Migration von Zellen einen wichtigen Vorgang für die 
Ausbildung von Strukturen und Geweben dar, angefangen von der Gastrulation bis hin zur 
Entwicklung des Nervensystems. Auch im adulten Organismus in der normalen Physiologie und 
während patholigischen Prozessen spielt die Zellmigration eine bedeutende Rolle. Das Verständnis 
der Zellmigration als ganzheitlichen Prozess erfordert die Betrachtung der chemischen und 
physikalischen Eigenschaften der vielfältigen Komponenten und Strukturen. Eine wichtige Eigenschaft 
aller migrierenden Zellen ist die Fähigkeit zur Polarisierung in Vorder- und Rückseite entsprechend 
der Bewegungsrichtung (Lauffenburger et al., 1996), mit lokaler Ausbildung von F-Aktin (Coates et al., 
1992), mit der asymmetrischen Verteilung chemosensorischer Rezeptoren (Sullivan et al., 1984),  
ECM-Rezeptoren oder Zell-Zell-Adhäsionsmoleküle (Lawson et al., 1995), sowie der lokalen 
Ausbildung von Integrin-Zytoskelet-Verbindungen (Schmidt et al., 1993). Während der Migration 
erfolgt eine Membranerweiterung in Bewegungsrichtung (Lamellipodia, Filopodia), die Ausbildung und 
Stabilisierung von Zell-ECM oder Zell-Zell-Verbindungen, die Entstehung kontraktiler Kräfte und 
schließlich die Loslösung von Zell-ECM- oder Zell-Zell-Verbindungen an der Rückseite der Zellen, um 
eine Vorwärtsbewegung zu ermöglichen (Lauffenburger et al., 1996). Verschiedene 
Zelloberflächen-Rezeptoren sind an der Ausbildung von Zell-Zell- und Zell-ECM-Verbindungen 
beteiligt. Die wichtigste Gruppe, die Zell-ECM-Interaktionen, aber auch Zell-Zell-Interaktionen 
vermitteln, sind die Integrine. Cadherine, Selektine und die Immunglobulin Superfamilie sind wichtige 





1.3.1. Die Integrine 
Die Integrine stellen eine große Gruppe von heterodimeren transmembranalen Glykoproteinen dar. 
Bisher wurden mindestens 15 α-Untereinheiten und 8 β-Untereinheiten identifiziert, die kombinatorisch 
miteinander assoziiert werden und so eine vielfältige Familie von Rezeptoren mit jeweils einer α- und 
einer β-Untereinheit und entsprechender Liganden-Spezifitäten generieren (Hynes et al., 1992). Die 
β1-Integrine sind auf allen Zelltypen vorhanden und binden hauptsächlich an Komponenten der ECM 
wie Kollagen, Fibrobektin, Laminin und Vitronektin. Integrine können nach Aktivierung intrazellulär 
entweder direkt über Adaptorproteine wie Talin und Vinculin (Calderwood et al., 2002; Garcia-Alvarez 
et al., 2003) oder indirekt über die Aktivierung der Focal Adhesion Kinase (FAK) (Turner, 2000; 
Parsons, 2003) mit dem Zytoskelett gekoppelt werden. Somit stellen die Intergrine die Verbindung des 
Aktin-Zytoskeletts mit der Umgebung her, wodurch migratorische Prozesse erst ermöglicht werden. 
Die Signalkaskade nach Integrinaktivierung ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Es ist jedoch bekannt, 
dass zahlreiche Phosphorylierungsprozesse von assoziierten Proteinen nach Integrin-Aktivierung 
stattfinden. Das Integrin-vermittelte signaling kann zum Beispiel zur Aktivierung der FAK durch 
Autophosphorylierung führen (Schaller et al., 1993). Weiterhin kann die Integrin-Aktivierung nach 
Bindung an Fibronektin in einer transienten Aktivierung von Src, einem Mitglied der 
Src-Familie-Kinasen (SFKs) resultieren (Kaplan et al., 1995). Dadurch werden die SH2 und SH3 
Domänen von Src demaskiert, die somit an phosphorylierte Tyrosinreste binden und den Start von 
weiteren Phosphorylierungskaskaden darstellen können. Zum Beispiel ist die SH3 Domäne von Src 
für dessen Assoziation mit dem focal adhesion complex wichtig (Kaplan et al., 1994).  
 
Viele Integrine sind nicht ständig aktiv, die Aktiviät der Integrine kann und muss von den Zellen 
reguliert werden. Die intrinsische Regulation der Integrinaktivität wird als inside-out-signaling 
bezeichnet, wohingegen die Aktivierung der Integrine durch deren Liganden und die nachgeschaltete 
intrazelluläre Signaltranduktionskaskade entsprechend outside-in-signaling genannt wird. Die 
Notwendigkeit der Regulation von Integrinen wird besonders während migratorsicher Vorgänge 
deutlich, wobei adhäsive Komplexe räumlich und zeitlich abgestimmt gebildet und losgelöst werden 
müssen (Lauffenburger et al., 1996). Die Modulierung der Affinitäten von Integrinen durch deren 
Konformationsänderung wird als ein Hauptmechanismus der Regulation betrachtet, wobei die 
genauen Abläufe noch nicht vollständig aufgeklärt worden sind. Es gibt allerdings Hinweise darauf, 
dass die Bindung von weiteren Proteinen an die zytoplasmatischen Domänen der αIIbβ3-Integrine und 
Leukozyten β2-Integrine die Affinitäten und/oder die adhäsiven Zustände der extrazellulären Regionen 
kontrollieren (Sastry et al., 1993; Cheng et al., 1994). Weitere Studien haben darüber hinaus gezeigt, 
dass Integrine durch Eph/Ephrin-Interaktionen sowohl negativ als auch positiv reguliert werden 
können. Dabei kann das EphB/EphrinB-System die Integrinaktivität fördern bzw. verstärken (Huynh-
Do et al., 2002), eine EphA2-Aktivierung führt hingegen zur Konformationsänderung von Integrinen in 
einen inaktiven Zustand (Miao et al., 2000).  
 
Für migrierende Fibroblasten wurde während der Integrin-vermittelten Migration ein weiterer 




ribbing (Regen et al., 1992). Die von den Fibroblasten gebildeten adhäsiven 
Integrin-Substrat-Verbindungen werden an der Hinterseite der Zellen in vivo und in vitro an das 
Substrat abgegeben (Bard et al., 1975; Chen, 1981), also von der Region, die weniger stabile 
Integrin-Zytoskelett-Verbindungen ausbildet. An der Vorderseite werden hingegen die 
Integrin-Zytoskelett-Verbindungen stabilisiert (Schmidt et al., 1993). Diese Daten werden dadurch 
unterstützt, dass Moleküle wie Talin oder Vinculin, die die Integrine mit dem Zytoskelett verbinden, 
nicht in den Integrin-Rückständen auf dem Substrat identifiziert werden konnten (Lauffenburger et al., 
1996). Vermutlich fördern die verminderten Zytoskelett-Integrin-Verbindungen die Abgabe von 
Membranfragmenten mit den enthaltenen Integrinen, ermöglichen so das Loslösen adhäsiver 
Komplexe und bestimmen damit die generelle Migrationsrate (Chen, 1981; Schmidt et al., 1993; 
Schmidt et al., 1995).  
 
1.3.2. Die Cadherine und die Immunglobulin Superfam ilie 
Bei der Ausbildung von Zellverbänden spielen heterophile und homophile Zell-Zell-Interaktionen, die 
zum Zusammenschluss gleichartiger Zellen (Adhäsion) und zur Abstoßung verschiedenartiger Zellen 
führen, eine entscheidende Rolle. Zwei große Gruppen von Proteinen, die Zell-Zell-Interaktionen 
vermitteln, sind die Cadherine und die Gruppe der Immunglobulin Superfamilie (IgSF). Cadherine sind 
eine Familie von transmembranalen kalziumabhängigen Proteinen, die durch Ausbildung von 
homophilen Bindungen eine wichtige Rolle bei der Zell-Zell-Erkennung und dem Zusammenschluss 
gleichartiger Zellen spielen (Takeichi, 1991). Cadherine sind intrazellulär mit dem Aktin-Zytoskelett 
über α-Catenin, β-Catenin, Plakoglobin und p120CAS assoziiert (Gumbiner, 1996). Cadherine sind auch 
in der Lage, über β-Catenin Signale in das Zellinnere weiterzuleiten (Orsulic et al., 1996). 
 
Die Immunglobulin-Superfamilie ist mit 100 bekannten Mitgliedern die größte Familie 
strukturverwandter Proteine (Brummendorf et al., 1995). Das gemeinsame Strukturelement ist das 
Vorhandensein von mindestens einer Immunglobulinartigen (Ig) Domäne. Die Immunglobuline können 
die unterschiedlichsten Funktionen haben. Eine Untergruppe stellen die Zelladhäsionsmoleküle der 
IgSF dar, die  kalziumunabhängige Zell-Zell-Adhäsionen vermitteln. Eine große Unterfamilie  umfasst 
die Zelladhäsionsmoleküle des Nervensystems, zu denen das neurale Zelladhäsionsmolekül NCAM, 
L1, NgCAM (Neuron-Glia-Cell Adhesion Molecule), NrCAM und andere Vertretern gehören (Rougon 






1.4. Die Eph- Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und ihre Lig anden 
Die membranständigen Ephrine und Eph-Rezeptoren werden weitläufig im Nervensystem exprimiert 
und vermitteln als Signal- und Lenkungsmoleküle durch attraktive und/oder repulsive Wirkungen die 
korrekte Verschaltung von Neuronen in verschiedenen Bereichen im sich entwickelnden 
Nervensystem. So sind die Interaktionen zwischen Eph-Rezeptoren und deren Liganden in die 
axonale Lenkung (Drescher et al., 1997; Flanagan et al., 1998; Wilkinson, 2000; Knoll et al., 2002), 
Zell-Zell-Adhesion (Holmberg et al., 2000) und Zellmigration (Santiago et al., 2002) involviert. 
 
1.4.1. Die Eph-Rezeptor Familie 
Die Tyrosin-Kinase Rezeptoren zeichnen sich durch ihren intrinsiche Tyrosin-Kinase-Aktivität der 
intrazellulären Kinase Domäne aus. Sie unterteilen sich in mehrere Unterfamilien, wobei die 
Eph-Rezeptoren mit bisher 14 identifizierten Mitgliedern die größte Unterfamilie der 
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen darstellen (Tuzi et al., 1994; van der Geer et al., 1994; Muller et al., 1996; 
Pasquale, 1997; Zisch et al., 1997a). Der Name Eph -Rezeptoren entstammt dem ersten 
beschriebenen Vertreter, der aus einer Erythropoetin-produzierenden humanen hepatozellulären 
Karzinoma-Zellinie isoliert wurde (Hirai et al., 1987). Die extrazelluläre Domäne der Eph-Rezeptoren 
besteht aus einer hoch konservierten N-terminalen globulären Domäne, bestehend aus 180 
Aminosäuren, die für die Ligandenbindung verantwortlich ist (Labrador et al., 1997). Dem schließt sich 
eine Cystein-reiche Region und zwei Fibronectin-Typ III Domänen an, die bei der 
Rezeptor-Dimerisierung (Lackmann et al., 1998) und/oder bei Interaktionen mit anderen Proteinen, 
wie NMDA-Rezeptoren (Dalva et al., 2000), involviert sein können. Auf die transmembranale Domäne 
folgt ein hoch konserviertes juxtamembranales Motiv mit zwei Tyrosin-Resten, die die 
Autophosphorylierung vermitteln. Das carboxytermiale Ende enthält einen weiteren konservierten 
Tyrosin-Rest. Die Eph-Rezeptoren werden entsprechend ihrer Sequenzhomologie und ihrer 
Ligandenbindungs-Affinitäten in zwei Klassen, die EphA-Rezeptoren und EphB-Rezeptoren unterteilt 
(Abb. 1.4.). Die Eph-Rezeptoren werden überwiegend im Nervensystem hauptsächlich während der 
Entwicklung, aber auch adult Regionen- und Zeit-spezifisch exprimiert (Mackarehtschian et al., 1999; 




1.4.2. Die Liganden der Eph-Rezeptoren - die Ephrin e  
Die membrangebundenen Eph -Rezeptoren interagierenden Proteine, oder kurz Ephrine werden wie 
deren Rezeptoren strukturell und basierend auf Sequenzhomologien in 2 Gruppen, die A-Ephrine und 
die B-Ephrine unterteilt. Die A-Ephrine sind über GPI (Glykosylphosphatidylinositol) mit der 
Zellmembran verankert, die B-Ephrine stellen eine Gruppe transmembranaler Proteine dar. 
Ursprünglich wurde angenommen, dass die Ephrine zwar an mehrere Eph-Rezeptoren, jedoch nur 
innerhalb der entsprechenden Rezeptorgruppe, binden (Gale et al., 1996b). Die Liganden binden 
allerdings mit unterschiedlichen Affinitäten an die verschiedenen Rezeptoren einer Gruppe (Flanagan 
et al., 1998). So ist zum Beispiel die Dissoziationskonstante nach Bindung von EphrinA5 an den 
EphA3-Rezeptor deutlich niedriger als nach Bindung an EphA4 oder EphA5 (Gale et al., 1996a; 
Monschau et al., 1997). Es war bekannt, dass EphA1 eine Ausnahme bildet, EphA1 kann nur durch 
die Bindung von EphrinA1 aktiviert werden. Außerdem wurde beobachtet, dass der EphA4-Rezeptor 
auch mit B-Liganden interagieren kann (Flanagan et al., 1998). In neueren Untersuchungen wurde 
darüber hinaus gezeigt, dass EphrinA5 auch mit EphB2 interagieren kann und die Clusterung und 
Aktivierung des Rezeptors auslöst, was zu einer Neuriten-Retraktion führt. Die gleiche Antwort wird 
auch durch die Bindung von EphrinB-Liganden vermittelt (Himanen et al., 2004). Somit sind die 
Interaktionen der Eph/Ephrin Familie noch komplexer als bisher angenommen. Ein Überblick über die 
bisher bekannten Interaktionsmöglichkeiten ist in Abb. 1.4. dargestellt.  
 
Die Aktivierung der Rezeptoren und die nachfolgende Signalweitleitung der Rezeptor-exprimierenden 
Zelle wird als forward signaling bezeichnet. Die Ephrin-Familie ist ferner dafür bekannt, dass auch 
durch die Bindung der Rezeptoren an die Liganden eine Signaltransduktionskaskade in den 
Liganden-exprimierenden Zellen ausgelöst werden kann. Im Gegensatz zum forward signaling wird 
dieser Vorgang als reverse signaling bezeichnet. Reverse signaling wurde zuerst für die 
transmembranalen B-Ephrine beschrieben (Henkemeyer et al., 1996; Holland et al., 1996; Bruckner et 
al., 1997). Neuere Arbeiten geben darüber hinaus Hinweise darauf, dass es auch für die A-Ephrine 
eine Signalweiterleitung nach Rezeptorbindung gibt, die vermutlich über Adaptorproteine der lipid rafts 
vermittelt wird. Es ist bekannt, dass die Membran Mikrodomänen aufweist, die sich durch die 
Anreicherung von Glycosphingolipiden und Cholesterol, sowie durch ihre einzigartige 
Proteinzusammensetzung auszeichnen (Anderson, 1998; Simon, 2000). Zu diesen Proteinen gehören 
unter anderem GPI-verankerte Proteine auf der extrazellulären Seite (Brown et al., 1992; Anderson, 
1998). G-Proteine und Mitglieder der Src-Familie-Kinasen (SFKs) können mit der inneren Seite der 
Membran assoziiert sein (Sargiacomo et al., 1993; Robbins et al., 1995). Aufgrund der Co-Lokalisation 
von Oberflächenmolekülen mit Proteinen, die potentiell Signale in das Zellinnere weiterleiten können, 
wird vermutet, dass diese lipid rafts Plattformen für die Integration verschiedener Signale darstellen, 



























Abb. 1.4.: Sequenzhomologien und Interaktionen von Ephrinen und deren Rezeptoren nach Davis et al., 1994, Gale et al., 
1997, Flanagan und Vanderhaeghen, 1998; Himanen et al., 2004. 
 
1.5. Eph/Ephrin-Interaktionen 
1.5.1. Bindung und Clusterung von Ephrinen und dere n Rezeptoren 
Die Aktivierung der Eph-Rezeptoren durch die Liganden erfordert deren Membranbindung und 
Zusammenfassung zu Oligomeren (Davis et al., 1994). Monomere Liganden können die 
Eph-Rezeptoren nicht aktivieren (Davis et al., 1994). Allerdings ist eine Aktivierung von 
Eph-Rezeptoren bereits durch dimere Liganden möglich (Caras, 1997; Stein et al., 1998b; Weinl et al., 
2003), wobei die Art der Antwort auch von dem dimeren oder multimeren Status der Liganden 
abhängen kann, wie es für EphrinB1 in vitro gezeigt werden konnte (Stein et al., 1998a). Die 
Oligomerisierung der Liganden kann durch die Membranverankerung und auch über homophile 
Interaktionen der extrazellulären Domäne der Liganden erfolgen (Davis et al., 1994; Himanen et al., 
2003). Aufgrund der Stöchiometrie der Bindung von Eph-Rezeptoren und Liganden von 1:1  erfordert 
der minimale aktive Rezeptor-Ligandenkomplex zwei Rezeptoren und zwei Liganden (Lackmann et 
al., 1997). Die extrazellulären Domänen der Liganden binden zwei Rezeptoren über eine hoch-affine 
Heterodimerisations-Bindestelle (Himanen et al., 2001; Toth et al., 2001; Himanen et al., 2003). 
Schließlich können die Heterodimere über niedrig-affine Bindungen Heterotetramere ausbilden, wobei 
jeder Ligand mit zwei Rezeptoren und jeder Rezeptor mit zwei Liganden interagiert (Himanen et al., 
2001).  
 
Verschiedene Protein-Protein-Interaktions-Domänen der Rezeptoren und Liganden könnten an der 
Oligomerisierung von Eph/Ephrin-Tetrameren beteiligt sein, wie zum Beispiel die cytoplasmatische 
SAM-Domäne (Thanos et al., 1999) und die EGF-ähnliche Domäne (Lackmann et al., 1998) der 
Eph-Rezeptoren. Zusätzlich können Eph-Rezeptoren Liganden-unabhängig in bereits bestehende 
Eph/Ephrin-Cluster über die extrazelluläre Domäne rekrutiert werden (Wimmer-Kleikamp et al., 2004). 
Auf der Seite der B-Liganden trägt der juxtamembranale Teil der cytoplasmatischen Region (Song et 
al., 2002) als auch die Interaktionen mit PDZ-Domänen Proteinen in lipid rafts  (Torres et al., 1998; 




GPI-Anker in lipid rafts gefördert werden (Gauthier et al., 2003). Zusätzlich können auch die 
homophilen Interaktionen der extrazellulären Domänen der Ephrin-Liganden zur Oligomerisierung der 
Signal-Cluster nach bestehender Rezeptor-Liganden-Bindung beitragen (Himanen et al., 2003). Die 
Clusterung der Rezeptoren durch die Liganden resultiert in einer Autophosphorylierung der 
Rezeptoren an den intrazellulären Tyrosinresten, wodurch weitere Bindungsstellen für intrazelluläre 
Proteine geschaffen werden, die an der Signaltransduktionskaskade beteiligt sind (Pawson et al., 
1990; van der Geer et al., 1994). 
 
1.5.2. Signaltransduktion der Eph-Rezeptoren und Ep hrine 
Die Aktivierung aller Rezeptor-Tyrosin-Kinasen erfolgt nach einem generellen Mechanismus. Die 
Ligandenbindung führt zur Rezeptordimerisierung und begünstigt somit die trans-Phosphorylierung 
der intrinsisch unterdrückten Kinasedomänen der Rezeptormonomere, was dann zur Aktivierung 
dieser katalytischen Domänen führt (Hubbard et al., 2000; Pawson et al., 2000; Schlessinger, 2000; 
Simon, 2000). Die aktive Kinase kann somit durch die Phosphorylierung anderer Moleküle, 
einschließlich der Kinasedomänen benachbarter Rezeptoren, die downstream-Signalkaskade 
einleiten. Viele der bisher identifizierten nachgeschalteten downstream Moleküle enthalten 
Src-homologe 2 (SH2)-Domänen, die an die Phosphotyrosin-Motive aktivierter Eph-Rezeptoren 
binden, wie zum Beispiel P85 (Untereinheit der Phosphatidylinositol 3-Kinase; (Pandey et al., 1994)) 
und SLAP (Src-like Apaptor-Protein; Pandey et al., 1995). Der Tyrosinrest 614 des EphB3-Rezeptors 
bildet die Bindestelle für einige SH2-Domänen-Proteine wie Fyn, Crk und rasGAP (Hock et al., 1998). 
Fyn stellt ein Mitglied der SFKs dar, die über zwei hochkonservierte phosphorylierte Tyrosinreste an 
die juxtamembranale Region der Eph-Rezeptoren binden (Ellis et al., 1996; Zisch et al., 1998). Durch 
die Bindung der SFKs an die Eph-Rezeptoren können diese wiederum die Funktion und/oder die 
Bindungsaffinität anderer Signalmoleküle modulieren, zum Beispiel Bestandteile des 
Integrin-Adhäsions-Komplex, Neural-Wiskott Aldrich Syndrom Protein (N-WASP) oder Cortactin 
(Aktivatoren des Arp2/3 Komplexes) (Abram et al., 2000). Des Weiteren können eine Vielzahl von 
Proteinen Phosphorylierungs-unabhängig an Eph-Rezeptoren binden. Dazu gehören 
guanine-exchange-factors, die Rho-Familie GTPasen regulieren, und PDZ-Domänen Proteine (Hock 
et al., 1998; Torres et al., 1998). PDZ Domänen stellen modulare Protein-Interaktions-Domänen dar, 
die an das PDZ-Motiv, bestehend aus kurzen Peptidsequenzen von ungefähr 4 Aminosäuren am 
C-Terminus der Liganden binden. Typischerweise enthalten PDZ-Domänen Proteine mehrere 
PDZ-Domänen, wodurch diese Proteine als Adaptoren mehrere Proteine vernetzen können, so zum 
Beispiel Membranproteine mit Cytoskelett-Proteinen (Craven et al., 1998). Diese vielfältigen 
Interaktionsmöglichkeiten mit nachgeschalteten Signalmolekülen erschweren die Interpretation der 
Eph/Ephrin-regulierten Entwicklungsvorgänge und verdeutlichen die Notwendigkeit der Aufklärung 






Das reverse signaling der B-Ephrine nach Aktivierung durch deren Rezeptoren führt zur 
Phosphorylierung eines konservierten Tyrosin-Restes am C-Terminus der B-Liganden (Holland et al., 
1996; Bruckner et al., 1997). Es ist bekannt, dass SFKs dabei als positive Regulatoren der 
Tyrosin-Phosphorylierung der EphrinB-Liganden wirken. Die Tyrosin-Phosphorylierung der 
EphrinB-Liganden führt zur Rekrutierung 
von Src-homologen (SH) Adaptorproteinen 
wie Grb4, die wiederum 
Signaltransduktionswege initiieren, welche 
die Dynamik des Zytoskeletts regulieren. 
Darüberhinaus kann die Phosphatase 
PTB-BL über seine PDZ-Domäne an die 
cytoplasmatische Region der 
EphrinB-Liganden binden und diese 
dephosphorylieren, wodurch das 
Phosphotyrosin-abhängige signaling in eine 
PDZ abhängige Signalweiterleitung 
konvertiert wird (Abb. 1.5.; Kullander et al., 
2002). Über die Mechanismen des reverse 
signaling der A-Ephrine ist bisher weniger 
bekannt. Davy et al., 1999 haben gezeigt, 
dass Fyn, ein Vertreter der SFKs, mit 
EphrinA Liganden in den lipid rafts 
co-lokalisert und in das reverse signaling 
involviert ist. Außerdem wurde berichtet, 
dass die Integrine durch die 
EphrinA-vermittelte Signalweiterleitung 
moduliert werden können (Davy et al., 2000; 
Huai et al., 2001). 
 
1.5.3. Die Src-Familie-Tyrosin-Kinasen 
Die Src-Familie der Protein-Tyrosin-Kinasen (SFKs) ist eine Gruppe von intrazellulären 
Tyrosin-Kinasen, deren Vertreter mit einer großen Vielzahl von Rezeptoren interagieren können und 
somit eine wichtige Funktion im cross-talk zwischen verschiedenen Signaltransduktionskaskaden 
unterschiedlicher Rezeptoren einnehmen. Es wurden bisher acht verschiedene Vertreter der SFKs bei 
Nagetieren identifiziert, von denen vier (Lyn, Fyn, Yes, Src)  im Nervensystem exprimiert werden 
(Thomas et al., 1997). Die SFKs sind 52-62 kDa Proteine, die sich funktionell aus 6 Regionen 
zusammensetzen, die Src-homologe (SH)-4 Domäne, eine für jedes Mitglied spezifische Domäne, die 
SH3- und SH2-Domänen, und schließlich eine katalytische Domäne, an die sich ein kurzer 
regulatorsicher Schwanz anschließt (Brown et al., 1996). Die SH3- und SH2-Domänen stellen 
Abb. 1.5.:  Molekulare Mechanismen des EphrinB reverse 
signaling (aus Kullander und Klein, 2002). Die Aktivierung 
der B-Ephrine führt zur Phosphorylierung der 
cytoplasmatischen Domäne durch SFKs, was die 
Rekruitierung von SH2-Adaptorproteinen wie Grb4 
bewirkt, die wiederum Signalwege zur Regulation des 
Aktinzytoskeletts initiieren können. Über die Bindung der 
Phosphatase PTB-BL an die EphrinB-Liganden kann 





Protein-Bindungsdomänen dar, wobei diese neben intermolekularen auch intramolekulare 
Interaktionen vermitteln, die zum Beispiel zur Stabilisierung der inaktiven Konformation der SFKs 
beitragen (Pawson, 1997; Xu et al., 1997).  
 
Die SFKs sind in eine Vielzahl von Signaltransduktionskaskaden verschiedener Rezeptoren, wie zum 
Beispiel den Integrinen (Kaplan et al., 1995), den G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Diverse-
Pierluissi et al., 1997), Cytokin-Rezeptoren (Taniguchi et al., 1995), den GPI-gekoppelten Rezeptoren 
(Stefanova et al., 1991; Thomas et al., 1992; Narisawa-Saito et al., 1996) und der großen Gruppe der 
Rezeptor-Protein-Tyrosin-Kinasen (Erpel et al., 1995) involviert. Die Interaktionen der SFKs mit den 
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen schließen die Phosphorylierung der SFKs, deren Assoziation mit den RTK, 
die Aktivierung der SFKs und die Phosphorylierung der RTKs ein.  Funktionell sind sie bei dem 
Auswachsen von Neuriten (Beggs et al., 1994; Ignelzi et al., 1994; Suetsugu et al., 2002), der 
Faszikulation von Axonen (Morse et al., 1998) und bei der Modulation synaptischer Plastizität beteiligt 
(Takasu et al., 2002). Jüngere Arbeiten konnten überdies zeigen, dass SFKs auch die 
EphA-vermittelte Repulsion retinaler Ganglienzellen involviert sind (Knoll et al., 2004). Dass SFKs 
auch bei der Zellmigration eine Rolle spielen, zeigen Fibroblasten von Mäuseembryonen die kein 
c-Src, Fyn und Yes exprimieren und eine beeinträchtigte Integrin-abhängige Migration aufweisen 
(Klinghoffer et al., 1999). Außerdem sind SFKs bei der EGF-induzierten Migration von Zellen einer 
Ratten-Karzinoma-Zelllinie (Rodier et al., 1995), bei der Migration von Endothelzellen (Bell et al., 
1992) und der Wanderung von T-Zellen (Ryan et al., 1995) beteiligt.  
 
1.5.4. Das Eph/Ephrin-Paradoxon 
Wie bereits erwähnt, können Interaktionen von Ephrinen und Eph-Rezeptoren repulsive und/oder 
attraktive Effekte auslösen. Die Entstehung adhäsiver Komplexe zwischen Liganden und 
Rezeptor-exprimierenden Zellen, die mit einer hohen Affinität binden, leuchtet zunächst ein. Doch wie 
kann Repulsion nach hochaffiner Rezeptor-Ligandenbindung stattfinden? Dieses Paradoxon bleibt 
nicht nur auf das Eph/Ephrin-System beschränkt, es betrifft alle Zell-Zell-Kontakt und 
Zell-ECM-Kontakt-abhängigen Bewegungsvorgänge, welche die Trennung adhäsiver Komplexe 
erfordern. Bisher wurden dazu in der Literatur für das Eph/Ephrin-System zwei Möglichkeiten 
diskutiert. Für die A-Ephrine wurde ein Mechanismus beschrieben, bei dem ein 
Metalloproteasen-vermitteltes Abschneiden der extrazellulären Domäne nach Rezeptorbindung 
stattfindet, was die Loslösung der Rezeptor- und Liganden-exprimierenden Zellen erlaubt (Hattori et 
al., 2000). Für das Eph/EphrinB-System wurde eine bidirektionale Endozytose von gesamten 





1.5.5. Eph/Ephrin-Interaktionen während der Entwick lung 
Die Ephrine und deren Rezeptoren spielen eine Schlüsselrolle bei der Regulation der Zellmigration, 
Axonlenkung und Zelladhäsion von Zellen während der Entwicklung. Repulsive 
Eph/Ephrin-Interaktionen verhindern das Einwandern von Zellen oder das Einwachsen von Axonen in 
Liganden-exprimierende Regionen und sind somit an der Wegfindung von Zellen und Axonen 
während der Entwicklung beteiligt (Flanagan et al., 1998; Wilkinson, 2000). B-Ephrine verhindern das 
Einwandern früher migratorsicher Neural-Platten-Zellen in dorsale Bereiche und lenken die Migration 
somit entlang der ventralen Seite (Santiago et al., 2002). Das Paradebeispiel für die Axonlenkung 
durch repulsive Interaktionen stellt die Entwicklung der retinotektalen Projektionen dar. EphrinA2 und 
EphrinA5 werden in einem ansteigenden Gradienten von anterior nach posterior im Tektum und im 
nucleus geniculatum laterale (LGN) exprimiert, wohingegen die Expression des EphA3-Rezeptors in 
der Retina in einem komplementären Gradienten von temporal nach nasal abfällt (Cheng et al., 1995; 
Drescher et al., 1995; Feldheim et al., 1998). Die graduelle Verteilung von Rezeptoren und Liganden 
trägt durch repulsive Interaktionen zur topographischen Projektion bei, wodurch nasale retinale 
Ganglienzellen mit weniger Rezeptoren in das posteriore Tektum projizieren, die Region mit einer 
hohen Ligandenexpression. Umgekehrt projizieren retinale Axone mit einer hohen Rezeptordichte in 
anteriore Bereiche des Tektums mit weniger Liganden (Drescher et al., 1995). Ephrine und deren 
Rezeptoren sind auch in topographische Projektionen anderer Regionen des Nervensystems 
involviert, wie die weit verbreitete Expression der Ephrine und deren Rezeptoren vermuten lässt 
(Mackarehtschian et al., 1999; Liebl et al., 2003; Yun et al., 2003; Kudo et al., 2005; Niehage et al., 
2005). EphrinA5/EphA5 Interaktionen sind an der korrekten Zielfindung thalamokortikaler Axone 
beteiligt. Die EphrinA5-Expression im somatosensorischen Kortex verhindert das Einwachsen der 
EphA5-exprimierenden Axone des limbischen Thalamus (Gao et al., 1998; Uziel et al., 2002). Ferner 
konnte gezeigt werden, dass repulsive EphA7/EphrinA5 Wechselwirkungen die korrekte Wegfindung 
kortikothalamischer Projektionen vermitteln. Über- bzw. Unterexpression des EphA7-Rezeptors führte 
zur Verschiebung des Projektionsmusters im dorsalen Thalamus, wobei die Topographie 
thalamokortikaler Projektionen unbeeinflusst bleibt (Torii et al., 2005). Repulsive Eph-Rezeptoren 
vermitteln darüber hinaus die korrekte Ausbildung des kortikospinalen Traktes (Dottori et al., 1998) 
sowie die Entstehung des Corpus Callosum (Orioli et al., 1996). Axone, die einen Axontrakt wie den 
Corpus Callosum ausbilden, tendieren zur Ausbildung von Axonbündeln. Dieser Vorgang wird 
Axonfaszikulation genannt. Neben der Lenkung solcher Axonbündel durch Eph-Rezeptoren und deren 
Liganden, scheint das Eph/Ephrin System auch in den Prozess der Axonfaszikulation involviert zu 
sein (Winslow et al., 1995; Orioli et al., 1996). 
 
Weitere Arbeiten haben gezeigt, dass Eph/Ephrin-Interaktionen auch attraktive Effekte zur Folge 
haben können. Castellanie et al., 1998 konnte erstmals zeigen, dass EphrinA5 zusätzlich zum 
repulsiven Effekt auch einen attraktiven Effekt auf verschiedene Populationen kortikaler Neurone 
haben kann (Castellani et al., 1998). So fördert EphrinA5 die Verzweigung von Axonen der 
Neuronenpopulation, die in vivo in der EphrinA5 exprimierenden Schicht 4 des Kortex terminieren. 




attraktives Signal für später migrierende Melanoblasten dar (Santiago et al., 2002). EphrinA5 hat 
außerdem einen attraktiven Effekt auf EphA4-positive Motorneurone des Hühnchenembryos (Eberhart 
et al., 2004). Ferner vermittelt EphrinA5 durch die Bindung an 3 verschiedene Splicevarianten des 
EphA7-Rezeptors, wobei zwei Varianten keine Kinasedomäne besitzen, die Verschmelzung der 
Neuralplatten zum Neuralrohr durch Zell-Zell-Adhäsion (Holmberg et al., 2000). Darüber hinaus 
können Eph/Ephrin-Interaktionen auch indirekt Zelladhäsionsvorgänge durch die Modulation von 
Zelladhäsionsmolekülen regulieren, wie es bereits für nicht-neuronale Zellen beschrieben wurde. 
Dabei können diese sowohl mit Zell-Zell-Adhäsionsmolekülen wie L1 (Zisch et al., 1997b; Prevost et 
al., 2002) interagieren als auch an der Regulation von Integrin-abhängigen Zell-ECM-Interaktionen 
beteiligt sein (Miao et al., 2000; Huynh-Do et al., 2002). Es wurde dabei sowohl eine Förderung 
(Huynh-Do et al., 2002) als auch eine Hemmung der Integrin-Aktivität durch Eph/Ephrin signaling 
beobachtet (Miao et al., 2000). Wie bereits beschrieben, sind die Integrin-ECM-Interaktionen in 
migratorische Prozesse involviert. Da die Aktivierung der Eph-Rezeptoren die Integrin-Aktivität 
modulieren kann, liegt die Vermutung nahe, dass das Eph/Ephrin-System auch die Integrin-abhängige 
Migration regulieren könnte, was für nicht-neuronale Zellen auch gezeigt worden ist. Die EphrinB1 
Stimulation humaner endothelialer Aortazellen resultiert in einer EphB1-vermittelten Erhöhung der 
Migrationsgeschwindigkeit dieser Zellen (Nagashima et al., 2002). Weiterhin konnte gezeigt werden, 
dass EphrinA1 die Migration von Kapillarendothelzellen des Rindes induziert (Pandey et al., 1995).  
 
Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben worden ist, können Ephrine und deren Rezeptoren 
attraktive und repulsive Wirkungen auf verschiedene Populationen von Zellen haben. Weiterführende 
Arbeiten konnten darüber hinaus zeigen, dass A-Liganden auch eine differenzielle Wirkung auf 
gleiche Populationen von Neuronen haben können. So zeigen Axone retinaler Ganglienzellen 
differenzielle Antworten auf A-Liganden in Abhängigkeit von deren Konzentration (Hansen et al., 
2004) und in Anhängigkeit von verschiedenen extrazellulären Matrix-Molekülen (Weinl et al., 2003). 
Darüber hinaus spielt der räumliche Kontext eine wesentliche Rolle. Wachsen limbische thalamische 
Neurone auf homogenen EphrinA5-enthaltenen Membranen aus, so bewirkt EphrinA5 eine 
gesteigerte Verzweigung der Axone. Liegen die EphrinA5-Membranen hingegen als alternierende 
Streifen mit einem Kontrollsubstrat vor, so hat EphrinA5 einen repulsiven Effekt auf die Axone des 
limbischen Thalamus (Mann et al., 2002). Somit können Ephrin-induzierte repulsive Antworten in 
attraktive Effekte und umgekehrt konvertiert werden, was die Komplexität der Regulation von 
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1.6. Zielstellung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mögliche differenzielle Effekte von EphrinA5 auf kortikale 
Neurone des sich entwickelnden Telencephalons und die zu Grunde liegenden Mechanismen zu 
untersuchen. Es ist bereits viel über die Beteiligung der Ephrine und deren Rezeptoren bei der 
axonalen Lenkung und der Entstehung topographischer Karten bekannt. Untersuchungen, die 
hauptsächlich an nicht-neuronalen Zellen durchgeführt wurden, haben überdies gezeigt, dass das 
Eph/Ephrin System auch bei der Zell-Zell-Adhäsion und Zell-Migration involviert ist. Da die Ephrine 
und Eph-Rezeptoren im sich entwickelnden Telencephalon eine räumlich und zeitlich hoch regulierte 
Expression aufweisen, wurden in der vorliegenden Arbeit die Effekte von EphrinA5, einem wichtigen 
Vertreter der A-Ephrine, auf die Aggregation und Motilität von kortikalen Neuronen und auf die 
tangentiale Migration kortikaler Interneurone aus der medialen ganglionischen Eminenz untersucht.  
 
Im ersten Projekt wurden die Effekte von EphrinA5 auf Aggregations- und Migrationsprozesse 
während der kortikalen Entwicklung anhand von zwei verschiedenen in vitro-Modellsystemen 
untersucht. Zum einen wurde das Wachstum kortikaler Neurone auf verschiedenen Substraten aus 
rekombinantem EphrinA5-Fc und der IgG1-Isotyp (Fc)-Kontrolle, in homogener Form und in 
alternierenden Streifen analysiert. Darüber hinaus wurden die Neurone des sich entwickelnden Kortex 
mit EphrinA5-transfizierten Fibroblasten co-kultiviert und untersucht. Time-lapse Aufnahmen sollten 
einen genaueren Einblick in die Aggregations- und Migrationsvorgänge geben. Anhand dieser 
in vitro-Assays und durch die Anwendung von immunhistochemischen, proteinbiochemischen und 
molekularbiologischen Methoden sollen folgende Fragen sollen untersucht werden: 
 
• Kann rekombinantes EphrinA5-Fc und membrangebundenes EphrinA5 transfizierter 
Fibroblasten an EphA-Rezeptoren kortikaler Neurone in vitro binden und diese aktivieren?  
• Beeinflusst EphrinA5 die Aggregation und Motilität kortikaler Neurone?  
• Wirkt EphrinA5 attraktiv und/oder repulsiv auf Kortex-Neurone?  
• Welche Signaltransduktionswege sind an den möglichen differenziellen Effekten von EphrinA5 
auf kortikale Neurone beteiligt? 
• Wie kann Repulsion nach Kontakt von kortikalen Neuronen mit substratgebundenem 
EphrinA5-Fc vermittelt werden, nachdem in den angewendeten in vitro-Assays mit 
rekombinantem EphrinA5-Fc ein Abschneiden der extrazellulären Domäne der Ephrine durch 
Liganden-assoziierte Metalloproteasen (Hattori et al., 2000) ausgeschlossen werden kann? 
Existiert einen weiterer Mechanismus und lässt sich dieser auch auf die Repulsion nach 
Eph/Ephrin-Interaktionen zwischen Zellen übertragen? 
 
Die Ephrine und Eph-Rezeptoren zeigen auch im basalen Telencephalon eine entwicklungsabhängige 
Expression. EphrinA5 wird beispielsweise während der tangentialen Migration kortikaler Interneurone 
in der Ventrikularzone der ganglionischen Eminenzen exprimiert (Marin et al., 2001a; Niehage et al., 
2005). Daraus ergab sich die Zielstellung für das zweite Projekt, in dem eine Beteiligung von EphrinA5 
an der Regulation der tangentialen Migration kortikaler Interneurone aus der medialen ganglionischen 
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Eminenz anhand von in vitro Assays untersucht wurde. Dazu wurde zum einen der Streifenassay 
eingesetzt und zum anderen wurde ein in vitro-Modellsystem verwendet, bei dem der Einfluss von 
EphrinA5 auf die tangentiale Migration kortikaler Interneurone in coronalen Schnitten näher 
charakterisiert werden sollte. Um migrierende Neurone der MGE in vitro zu visualisieren, wurden zwei 
verschiedene Methoden ausgewählt. Durch die Verwendung eines cell-tracker-Farbstoffes, der nach 
Aufnahme durch die Zellen in ein membranunlösliches, fluoreszierendes Produkt umgesetzt wird, und 
die lokale Applikation dieses Farbstoffes in die VZ und SVZ der MGE von coronalen Schnitten, konnte 
das Migrationsmuster markierter MGE-Neurone in vitro bestimmt werden. Als eine weitere Methode 
zur Darstellung migrierender Interneurone in vitro, wurde eine homotypische Transplantation von 
MGE-Neuronen aus EGFP-markierten Embryonen auf coronale Wildtyp-Schnitte (slice-overlay) 
durchgeführt. Die Wirkung von EphrinA5 auf tangential migrierende kortikale Interneurone wurde in 
vitro durch die Manipulation mit rekombinantem EphrinA5-Fc näher untersucht. Auf der Grundlage 
dieser in vitro-Assays und weiterer molekularbiologischer, immunhistochemischer und 
proteinbiochemischer Untersuchungsmethoden sollten folgende Fragestellungen geklärt werden: 
 
• Welchen Effekt hat substratgebundenes rekombinantes EphrinA5-Fc auf die Neurone der 
ganglionischen Eminenzen im Streifenassay? 
• Welche der beiden aufgeführten Methoden eignet sich besser zur Darstellung migrierender 
Interneurone auf coronalen Schnitten in vitro? Welche Gemeinsamkeiten und Unterschiede 
bestehen zur tangentialen Migration kortikaler Interneurone in vivo?  
• Wie gestaltet sich das Expressionsmuster von EphrinA5 und EphA-Rezeptoren in vitro?  
• Welche Wirkung hat EphrinA5 auf die migrierenden kortikalen Interneurone? Welche 
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3. Material und Methoden 
3.1. Versuchstiere 
In der vorliegenden Arbeit wurden Mäuse des NOR-Stammes und EGFP-exprimierende Mäuse des 
Stammes C57BL/6J (Okabe et al., 1997) jeweils am Embryonaltag 14 (E14) verwendet. Die Tiere 
wurden in einem klimatisierten Raum mit regelmäßigem Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden 
gehalten und gezüchtet. Für die korrekte Bestimmung der Altersangaben der Embryonen wurden die 
Mäuse von 15.00 Uhr bis 7.00 Uhr über Nacht verpaart, wobei der Folgetag als Embryonaltag 1 
festgelegt wurde. Die folgenden Tage wurden dementsprechend als Embryonaltage E2-E21 
bezeichnet. Das Gewicht der weiblichen Tiere wurde am Embryonaltag 1 bestimmt. Eine 
Schwangerschaft war sehr wahrscheinlich, wenn die Tiere am Embryonaltag 14 eine 
Gewichtszunahme um 7-12 g aufwiesen. 
3.2. Zelllinien 
In der vorliegenden Arbeit wurden NIH/3T3 Fibroblasten verwendet, die NIH Swiss-Maus-Embryonen 
entstammen. Die von Dr. R. Zhoo freundlicherweise zur Verfügung gestellten Zelllinien waren mit 
humanen Volllängen EphrinA5 transfiziert, das in einem retroviralen Vector (pLIG) kloniert wurde. Der 
Vector enthält zusätzlich ein Aminoglykosid-Phosphotransferase-Gen fusioniert mit einem 
β-Galactosidase Gen zur Ausbildung einer Geneticin G 418-Resistenz, wodurch eine Selektion der 
EphrinA5- exprimierenden Zellen möglich war. Als Kontroll-Zelllinie dienten NIH/3T3-Fibroblasten, die 
mit dem retroviralen Vector ohne Insert transfiziert wurden. 
3.3. Wirtsbakterien 
Als Wirtsbaktieren zur Amplifizierung von Vektor-DNA wurde der E.coli –Stamm „XL1BlueMRF“ 
(STRATAGENE) verwendet. Dieser Bakterienstamm verfügt über eine Tetracyclin-Resistenz 
[tn10(tetr)] auf dem F’-Episom. Weiterhin zeichnet sich dieser Stamm durch seine 
Rekombinationsdefizienz, zur Vermeidung der Insertion der eingeschleusten DNA in die 
chromosomale DNA des Wirtes (recA) und zur Inaktivierung einer DNA-spezifischen Endonuklease 
zur Erhöhung der Ausbeute der Plasmidpräparation (endA1), aus. 
3.4. Vektor 
Der pEYFPmem (BIOSCIENCE)-Vektor kodiert ein Fusionsprotein bestehend aus den 20 
N-terminalen Aminosäuren von Neuromodulin (GAP-43) und einer gelb-grün fluoreszierenden 
Variante des enhanced green fluorescent protein (EGFP). Das Neuromodulin Fragment enthält eine 
Signalsequenz für eine posttranslationale Palmitoylierung der Cysteine 3 und 4, was den Einbau des 
EYFP in die Membran gewährleistet. Das Anregungssmaximum des EYFP liegt bei 513 nm, das 
Emissionsmaximum liegt bei 527 nm. Die Expression des EYFPmem unterliegt einem CMV IE 
Promotor. Der Vector enthält zusätzlich eine Neomycin-und Kanamycin-Resistenz. 
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3.5. Zellbiologische Methoden 
3.5.1. Steriles Arbeiten  
Die Arbeit mit Zellkulturen und die Aufbereitung des Gehirngewebes für in vitro-Experimente fanden 
ausschließlich unter sterilen Bedingungen in Laminarboxen statt. Alle verwendeten Pufferlösungen, 
Medien, Petrischalen, Reaktionsgefäße und Pipetten waren keimfrei. Benötigtes Präparierbesteck 
wurde im Hot-Beat-Sterilisator bei 260 °C für 10 s behandelt. Die Arbeitsplätze, Brutschränke, Puffer, 
Medien und Reaktionsgefäße für Primärkulturen und Zellkulturen wurden streng getrennt, um das 
Risiko einer Mycoplasmeninfektion der Zelllinien zu reduzieren.  
 
3.5.2. Primärkulturen: kortikale Einzelzellen auf v erschiedenen Substraten 
Verwendete Substratproteine  
Es wurde rekombinantes, geclustertes humanes EphrinA5-Fc oder geclusterte humane IgG1 Isotyp 
Kontrolle (Fc-Protein), jeweils in PBS verdünnt, verwendet. Das rekombinante EphrinA5-Fc Protein, 
besteht aus der extrazellulären Domäne des humanem EphrinA5 (Met1-Asn203) und ist über eine 
DIEGRMD-Sequenz (Spaltstelle für Coagulationsfaktor X) an den Fc-Teil von humanem IgG1 (Pro 
100-Lys 330) gekoppelt. Durch Ausbildung von Disulfidbrücken liegt das Protein laut Datenblatt als 
Homodimer vor. Der Fc-Teil des rekombinanten EphrinA5-Fc erlaubt eine höhere Clusterung zu 
multimeren EphrinA5-Fc Komplexen durch die Verwendung von anti-humanen IgGAntikörper. 
EphrinA5-Fc wurde in einer Konzentration von 8 µg/ml, das Fc-Protein in einer Endkonzentration von 
3 µg/ml eingesetzt. 
Beschichtung der Deckgläser mit Substraten 
Um EphrinA5-Fc zu multimerisieren, wurde ein Ziegen-anti-Mensch IgG (H+L) Antikörper im 
zehnfachen Überschuß eingesetzt (80 µg/ml). Zur Multimerisierung der  IgG1 Isotyp Kontrolle wurden 
30 µg/ml Ziegen-anti-Mensch IgG (H+L) Antikörper verwendet. Je nach Anwendung wurde der 
Alexa 488 gekoppelte- oder der unmarkierte Ziege-anti-human IgG Antikörper zum Clustern der 
jeweiligen Proteine eingesetzt. Das Protein-Antikörper-Gemisch wurde 30 min bei Raumtemperatur 
präinkubiert und danach bei 14.000 rpm für 5 min bei 20 °C abzentrifugiert, um eventuelle 
Unreinheiten zu entfernen. Für die Herstellung alternierender Streifen und homogener Substrate und 
wurden mit Salpetersäure gereinigte Deckgläser verwendet.   
Homogene Substrate 
Zur Herstellung homogener Substrate wurde ein Deckglas (12 x 14 mm; MENZEL-GLÄSER) in eine 
Petrischale gelegt, 100 µl die Protein-Antikörper-Lösung aufgebracht und jeweils ein weiteres 
Deckglas darüber geschichtet. Die Substrate wurden bei 37 °C und 5 % CO 2 im Brutschrank für 
30 min inkubiert. Danach wurden die Deckgläser vorsichtig auseinandergenommen und jeweils in 
PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Beschichtung mit Laminin und Poly-l-Lysin. Dazu wurden 
100 µl Laminin (19,5 µg/ml) / Poly-l-Lysin (5 µg/ml) in GBSS auf ein Deckglas gegeben und ein 
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zweites wurde vorsichtig darüber geschichtet. Diese Sandwiches wurden für 1 h im Brutschrank bei 
37 °C und 5 CO 2 inkubiert. Vor dem Aufbringen der Kortex-Zellen wurden die beschichteten 
Deckgläser nochmals mit PBS gewaschen. Bestand das homogene Substrat ausschließlich aus 
Laminin (19,5 µg/ml) / Poly-L-Lysin (5 µg/ml), so wurden die Sandwiches ebenfalls 1 h bei 37 °C und 
5 %-iger CO2-Atmosphäre beschichtet, danach allerdings mit Bidest gewaschen und vor Gebrauch 
unter der Sterilbank getrocknet. 
Alternierende  Streifen 
Zur Herstellung von alternierenden Streifen (laut Vielmetter et. al., 1990) zweier unterschiedlicher 
Substrat-Proteine wurden spezielle Silikon-Matrizes (hergestellt von Susanne Lang, MPI Thübingen) 
verwendet, deren parallel angeordnete Kanäle von 50 µm Breite durch 40 µm breite Balken 
voneinander getrennt sind. An beiden Enden der Längsseiten der Kanäle befand sich jeweils ein 
Eingangs- und Ausgangs-Kanal. Die Silikon-Matrizen wurden 10 min in 70 %igen EtOH gesäubert und 
4 min in Bidest gekocht. Nach dem vollständigen Trocken unter der Sterilbank wurde ein Deckglas auf 
die Matrize über die Kanäle gelegt und 50 µl der Protein-Lösung 1 mit Alexa 488-markierten 
Antikörper injiziert. Nach 30 min Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO 2 wurden 3 x 50 µl 
PBS zum Waschen in die Kanäle injiziert. Danach wurde das Deckglas vorsichtig abgenommen, in 
eine Petrischale gelegt und unverzüglich mit 200 µl der zweiten Protein-Lösung (geclustert mit dem 
unmarkiertem Ziege-anti-Mensch IgG Antikörper) überschichtet. Nach 30 min Inkubationzeit bei 37 °C 
und 5 % CO2 wurde das Deckglas mit PBS gewaschen und mit 200 µl Laminin 
(19,5 µg/ml) / Poly-L-Lysin (5 µg/ml) in GBSS überschichtet und für 1 h im Brutschrank inkubiert (bei 
37 °C und 5 % CO 2). Nach gründlichem Waschen mit PBS wurden die Kortexzellen auf die 
Streifen-Substrate aufgebracht. 
Präparation dissoziierter kortikaler Neurone 
Für die Präparation kortikaler Einzelzellen wurden Embryonen des Embryonaltages 14 (E14) 
verwendet. Alle Präparationsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Das Muttertier wurde durch 
intraperitoneale Injektion mit einer Überdosis 7 %igen Chloralhydrates (1,5 ml) getötet, die Embryonen 
entnommen, die somatosensorischen Kortizes auf Eis in GBSS/Glukose präpariert und in 
HBSS/Glukose bei 4 °C gesammelt. Das Gewebe wurde m it 0,05 %igem Trypsin bei 37 °C für 17 min 
anverdaut. Zum Stoppen der Trypsinreaktion wurde das HBSS/Glukose-Trypsin Gemisch vorsichtig 
entfernt und 1 ml Kulturmedium mit 10 % FBS dazugegeben. Durch mehrmaliges Aufziehen mit einer 
abgerundeten Pasteurpipette und anschließendem Durchsatz durch ein Maschennetz (Maschengröße 
200 µm x 200 µm) wurden die Neurone vereinzelt. Auf homogene Substrate wurden 150 Zellen/mm2, 
auf Streifen-Substrate 300 Zellen/mm2 aufgebracht. Die kortikalen Einzelzellen wurden für 2 Tage bei 
37 °C und 5 % CO 2 kultiviert und anschließend mit 4 % PFA in PBS fixiert.  
Stimulierung kortikaler Neurone mit rekombinantem E phrinA5-Fc im Medium 
Für den Nachweis der Bindungsstellen für rekombinantes EphrinA5-Fc wurden die Neurone 1 bis 2 
Tage in vitro auf Laminin / Poly-L-Lysin kultiviert und anschließend für 30 min bei 37 °C mit 8 µg/ml 
EphrinA5-Fc, geclustert mit 80 µg/ml Alexa 488-markiertem Ziege-anti-Mensch-IgG, im Medium 
behandelt. Danach erfolgte die Fixierung der Zellen mit 4 % PFA in PBS. 
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Zusatz des Src-Kinase Inhibitors PP-2 im Medium 
Die Zugabe der Peptide PP-2 bzw. PP-3 in das Medium der kortikalen Kulturen auf homogenen 
Substraten und im Streifen-Assay erfolgte mit einer jeweiligen finalen Konzentration von 5 µM über 2 d 
in vitro. Nach 1 d erfolgte die Substitution der Hälfte des Mediums durch vorgewärmtes Medium mit 
5 µM des entsprechenden Peptides.  
 
3.5.3. Co-Kulturen aus NIH/3T3 Fibroblasten und kor tikalen Neuronen 
Zur Untersuchung der EphA/EphrinA-Interaktionen zwischen Zellen wurden EphA-exprimierende 
kortikale Neurone zusammen mit EphrinA5-exprimierenden NIH/3T3 Fibroblasten co-kultiviert. Als 
Kontrolle dienten NIH/3T3 Zellen, die mit einem Vektor ohne Insert für EphrinA5 transfiziert waren.  
Auftauen von Zellkulturen (NIH Swiss Maus Fibroblas ten) 
Die in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellkulturen wurden schnell bei 37 °C aufgetaut, in 9 ml 
Zellkulturmedium gewaschen und bei 20 °C, 800 U/min  für 8 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 
1 ml Zellkulturmedium resuspendiert, in eine Petrischale mit 10 ml Medium überführt und im Inkubator 
bei 37 °C und 5 % CO 2 kultiviert. 
Passage der Zellkulturen 
Die Zellen wurden kurz mit warmen PBS (37 °C) gewas chen und 3 min mit 1 ml 0,25 %-igen Trypsin 
behandelt. Das Abstoppen der Trypsinreaktion erfolgte durch 4 ml Zellkulturmedium mit 10 % FBS. 
Das durch Zentrifugation (800 U/min, 20 °C, 8 min) erhaltene Pellet wurde in 1 ml Zellkulturmedium 
resuspendiert und in vier neue Petrischalen mit 10 ml Medium übertragen. Die Inkubation von 
EphrinA5-transfizierten Zellen in Medium mit 0,4 % Geneticin G418 erfolgte für mindestens 5 Tage, 
um eine Selektion der Zellen zu gewährleisten. 
Einfrieren von Zellkulturen 
Das Einfieren der Zellen entspricht im Wesentlichen der Passage, allerdings erfolgte die 
Resuspension des Zell-Pellets mit 1 ml kaltem Einfriermedium (4 °C) pro Petrischale. Die Zellen 
wurden bei -80 °C in Kryo-Röhrchen in einer Isoprop anol-Kammer eingeforen, was ein langsames 
Herunterkühlen (1 °C/min) ermöglichte. Nach 24 h wu rden die eingefrorenen Zellen für eine 
dauerhafte Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt.   
Herstellung der Co-Kulturen aus Fibroblasten und Ne uronen 
Die Fibroblasten wurden enstprechend des Passage-Protokolls von der Petrischale abgelöst, und in 
1 ml Medium resuspendiert und auf mit Laminin (19,5 µg/ml) / Poly-l-Lysin (5 µg/ml) beschichtete 
Deckgläser (20 Zellen/mm2) aufgebracht. Die Zellen adhärierten während 2 h bei 37 °C und 5 % CO 2. 
In dieser Zeit erfolgte die Präparation kortikaler Neurone. 300 Neurone/mm2 wurden auf die mit den 
Fibroblasten beschichteten Deckgläsern aufgebracht und bei 37 °C und 5 % CO 2 für 1 bzw. 2 Tage 
kultiviert. Als Medium wurde das Kulturmedium für Neurone verwendet. Die Fixation erfolgte in 4 % 
PFA in PBS. 
 
  Material und Methoden 
22 
3.5.4. Primärkulturen: Darstellung migrierender Neu rone in coronalen Schnitten 
Präparation coronaler Gehirnschnitte 
Es wurden Embryonen des Embryonaltages 14 (E14) des NOR-Stammes verwendet. Alle 
Präparationsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Das Muttertier wurde durch intraperitoneale 
Injektion mit einer Überdosis 7 %igen Chloralhydrates (1,5 ml) getötet, die Embryonen entnommen 
und die Gehirne in GBSS/Glukose präpariert. Die Gehirne wurden coronal mit einem Tissue-Chopper 
in 225 µm dicke Schnitte gehackt, in GBSS/Glukose gesammelt, und für 30 min bei 4 °C gelagert. 
Anschließend wurden die Schnitte auf mit Poly-L-Lysin (10 µg/ml) beschichtete Deckgläser 
aufgebracht und in kleinen Petrischalen (35 mm Durchmesser) mit 450 ml Kulturmedium für 2 Tage 
bei 37 °C und 5 % CO 2 kultiviert und anschließend mit 4 % PFA in PBS fixiert. Nach 1 Tag in vitro 
erfolgte ein Mediumwechsel, 100 µl Medium wurden durch 150 µl frisches, vorgewärmtes Medium 
ersetzt. 
Markierung migrierender Zellen mit Cell tracker-Far bstoff 
Beschichtung von Wolframkugeln mit Cell tracker-Farbstoff 
Die 10 mM Cell Tracker green (C2925) Stocklösung wurde mit Dichlormethan auf 1 mM verdünnt. 
50 mg Wolframkugeln (0,7 µm Durchmesser) wurden flach auf einem Objektträger verstrichen, 
danach wurde 100 µl der verdünnten Cell Tracker green (C2925) Lösung dazugegeben und mit einem 
Spatel vermischt. Nach dem Verdampfen des Dichlormethans wurden die beschichteten 
Wolframkugeln bei 4 °C gelagert. 
Applizieren der Wolframkugeln auf coronale Schnitte 
Die präparierten coronalen Gehirnschnitte wurden 1 h nach Aufbringen auf die Deckgläser bei 37 °C 
und 5 % CO2 kultiviert. Anschließend wurde das Kulturmedium komplett abgenommen und die 
Wolframkugeln mit dem Farbstoff mit Hilfe einer Glaskapillare in die Ventrikularzone der 
Gehirnschnitte appliziert. Nach 30 min Inkubation in serumfreiem Kulturmedium bei  37 °C und 
5 % CO2 wurde das Medium durch Kulturmedium mit Serum ersetzt und die Gehirnschnitte für 2 Tage 
bei 37 °C und 5 % CO 2 kultiviert. 
Homotypische Transplantation von EGFP-Explantaten d es MGE auf Wildtyp-Gehirnschnitte 
Es wurden Wildtyp Weibchen mit EGFP-heterozygoten Männchen (oder umgekehrt) des Stammes 
C57BL/6J verpaart, wodurch EGFP heterozygote als auch Wildtyp-Nachkommen entstanden 
(Abb. 3.5.4. A). Es wurden embryonale Tiere des Embryonaltages 14 verwendet, deren abgetrennte 
Köpfe unter UV-Licht in Wildtyp und EGFP-Tiere separiert wurden. Die Gehirne wurden jeweils 
präpariert und mit dem tissue-Chopper coronal geschnitten (Abb. 3.5.4. B). Nach Aufbringen der 
Wildtyp-Gehirnschnitte (225 µm) auf Deckgläser wurden diese mit 450 µl Kulturmedium überschichtet 
und 30 min bei 37 °C und 5 % CO 2 inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen und 
Explantate aus der Ventrikularzone der MGE der EGFP-Gehirnschnitte herausgeschnitten und 
homotypisch auf die entsprechenden Wildtyp-Schnitte transplantiert (Abb. 3.5.4. C). Die Inkubation 
erfolgte für 2 Tage in vitro mit 450 µl Medium.  
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Abb. 3.5.4.:  Homotypische Transplantation von Explantaten aus EGFP-Embryonen auf Wildtyp-Schnitte. (A), Nachkommen 
einer heterozygoten EGFP-Maus, die mit einer Wildtyp-Maus verpaart wurde. (B), schematische dorsale Ansicht eines 
Embryonengehirns mit coronaler Schnittebene. (C), Schematische Darstellung der Lokalisation eines EGFP-Explantates nach 
Transplantation in einen Wildtypschnitt einer Hemisphäre. 
 
Behandlung der Gehirnschnitte mit rekombinanten Eph rinA5-Fc  
Die Gehirnschnitte wurden mit dem rekombinanten EphrinA5-Fc Protein in einer Konzentration von 
5 µg/ml im Medium behandelt. Monomeres EphrinA5 wurde durch Abspalten des IgG1 (Fc-Teil) mit 
dem Coagulationsfaktor X erhalten (siehe Abschnitt 3.7.3.). EphrinA5 bindet an EphA2-A8 (Pasquale, 
1997; Flanagan und Vanderhaeghen, 1998).  
Behandlung der Gehirnschnitte mit PP2 im Medium 
Analog der kortikalen Primärkulturen wurden 5 µM PP2 im Medium eingesetzt. Nach 1 Tag in vitro 




3.6.1. Immunohistochemische Markierungen an kortika len Einzelzellen 
Nach der Fixierung der Kulturen mit 4 % PFA in PBS wurden die Deckgläser 3 x 15 min mit 
Waschpuffer bei RT gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden die Zellen 
anschließend 15 min mit Blockierungsreagenz bei RT behandelt. Die Inkubation mit dem 
Primärantikörper entsprechend verdünnt im Blockierungsreagenz erfolgte in einer feuchten Kammer, 
entweder über Nacht bei 4 °C oder 1 h bei RT. Danac h wurden die Zellen 3x15 min mit Waschpuffer 
behandelt (RT) und für 50 min mit dem entsprechenden Sekundärantikörper, verdünnt in 
Blockierungsreagenz, bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach folgten zwei weitere 
Waschritte mit Waschpuffer für jeweils 15 min bei RT. Abschließend wurden die Zellen für 15 min mit 
0,05 µg/ml DAPI in PBS inkubiert, kurz mit Bidest gewaschen und mit Mowiol/n-Propyl-Gallat 
eingedeckelt. Die Präparate wurden bei 4 °C gelager t. 
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3.6.1. Immunohistochemische Markierungen der Ephrin A5-Fc Bindestelle an 
coronalen Schnitten 
Die coronalen Schnitte wurden unter 3.5.4. beschrieben für 2 Tage in vitro mit EphrinA5-Fc behandelt 
und anschließend mit dem anti-human IgG in einer Verdünnung von 1:200 für 90 min bei 37°C im 
Kulturmedium mit 10 % Ziegennormalserum inkubiert. Dann wurden die Schnitte 6 x 5 min in 
modifizierter HBSS gewaschen und mit 4 % PFA für 2 h fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 
erfolgte die Zerstörung endogener Phosphatasen durch die Inkubation bei 65 °C für 1 h. Nach 
einmaligem Waschen in Puffer B3 wurden die Schnitte in dem Farbreaktionspuffer bis zur 
entsprechenden Färbeintensität inkubiert. Das Stoppen der Reaktion erfolgte durch Waschen mit 
PBS. Die Schnitte wurden kurz in Bidest gewaschen und in Mowiol/n-Propyl-Gallat eingedeckelt. Die 
Präparate wurden bei 4 °C gelagert. 
 
 
3.7. Proteinbiochemische Methoden 
3.7.1. Immunpräzipitation von Gehirngewebe mit Ephr inA5-Fc und Fc-Protein 
Das embryonale kortikale Gewebe (E14) wurde in GBSS/Glukose auf Eis präpariert und in 
HBSS/Glukose gesammelt (4 °C). Die Präparation von Einzelzellen erfolgte ausschließlich 
mechanisch. Dazu wurde das Gewebe mittels einer an der Spitze verengten und abgerundeten 
Pasteurpipette zerkleinert und mit anschließendem Durchsatz durch ein Maschennetz (200 x 200 µm) 
weiter vereinzelt. Das Gewebe wurde zu gleichen Teilen auf 2 Reaktionsgefäße verteilt und mit jeweils 
10 µM PP-2 bzw. PP-3 für 25 min bei 37 °C inkubiert . Danach wurden die Zellen kurz anzentrifugiert 
(30 s, 2000 rpm, 4 °C) und der Überstand verworfen.  Die Zellen wurden in 500 µl Lysepuffer mit 
Proteaseinhibitoren resuspendiert und für 10 min bei 4 °C im Ultraschallbad homogenisiert. Die 
Homogenate wurden 30 min auf Eis inkubiert und dabei gelegentlich durchmischt. Im Anschluss daran 
erfolgte eine kurze Zentrifugation der Proben (2 min, 13.000 rpm, 4 °C). Der Überstand wurde für 1 h 
mit 30 µl vorgewaschener Protein-A-Sepharose bei 4 °C auf einem Rotor präinkubiert. Nach 
Zentrifugation bei 2 min, 13.000 rpm, 4 °C wurde de r Überstand für die Immunpräzipitation 
weiterverwendet. Es wurden 8 µg/ml EphrinA5/Fc bzw. 8 µg/ml Fc eingesetzt und über Nacht auf 
einem Rotor bei 4 °C präzipitiert. Am darauf folgen den Tag wurden jeweils 15 µl Protein-A-Sepharose 
pro Ansatz zugegeben und für 1 h bei 4 °C rotierend  inkubiert. Die Proben wurden 3 x 5 min mit 
Lysepuffer ohne Inhibitoren gewaschen und jeweils bei 13.000 rpm und 4 °C für 1 min abzentrifugiert. 
Anschließend erfolgte die Aufbereitung der Proben für die SDS-PAGE 
(Sodium-Dodecyl-Sulfate denaturierende Polyacrylamid-Gelektrophorese).  
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3.7.2. SDS-PAGE und Darstellung im Western Blot 
Alle für die SDS-PAGE verwendeten Gele, Puffer und Reagenzien wurden kommerziell von 
INVITROGEN erworben. Jedes Proben-Pellet wurde in 4 x Probenpuffer und  
10 x Reduzierungsagenz resuspendiert. Als Marker diente der ECL-Protein Molekulargewichtsmarker 
mit 6 verschiedenen biotinylierten Proteinen. Die Proben wurden 10 min bei 70 °C denaturiert. Es 
wurden kommerzielle 4-12 %ige Bis/Tris Gradientengele in Kombination mit MOPS-Laufpuffer 
verwendet. Die angelegte Spannung betrug 200 V, was eine Stromstärke von 125 mA/Gel erlaubte. 
Das Blotten der aufgetrennten Proteine auf Nitrozellulosemembranen erfolgte mittels Fastblot B43. 
Das Gel und die Nitrozellulosemembran wurden 10 min vor Gebrauch mit Blotting-Puffer bei 4 °C 
equilibriert. Die Nitrozellulosemembran wurde auf mit Blotting-Puffer durchnässtes 3 MM-Filterpapier 
auf die ANODE gelegt, das Gel vorsichtig und luftblasenfrei darüber gelegt und mit 3 MM-Filterpapier 
überschichtet. Die Abdeckung fungierte als Kathode. Es wurde eine Stromstärke von 270 mV angelegt 
und die Proteine unter Wasserkühlung für 30 min auf die Nitrozellulosemembran geblottet. Danach 
wurden die freien Bindungstellen der Nitrozellulosemembran entweder für 3 h bei RT oder über Nacht 
bei 4 °C mit NC-Puffer / 0,05 % Tween blockiert. Al le weiteren Inkubationschritte wurden bei RT 
durchgeführt. Die Markerstreifen wurden abgeschnitten und separat in NC-Puffer / 0,05 % Tween 
gewaschen und weiterbehandelt. Primär- und Sekundärantikörper wurden jeweils in 
NC-Puffer / 0,05 % Tween verdünnt eingesetzt. Primärantikörper wurden für 3 h bei RT, die 
Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper wurden für 50 min bei RT inkubiert. Inzwischen wurde 
die Nitrozellulosemembran 3 x 15 min mit NC-Puffer / 0,05 % Tween gewaschen. Während der 
Inkubation der Sekundärantikörper wurden die Markerstreifen für 30 min mit ABC-Reagenz behandelt. 
Der ABC-Komplex, bestehend aus Avidin (Reagenz A) und biotinylierter Peroxidase (Reagenz B), 
wurde jeweils frisch aus einem Tropfen Reagenz A und einem Tropfen Reagenz B in 6 ml 
NC-Puffer / 0,05 % Tween hergestellt. Markerstreifen und Nitrozellulosemembran wurden 3 x 15 min 
mit NC-Puffer mit 0,05 % Tween gewaschen und anschließend im ECL-Gebrauchsreagenz für jeweils 
1 min bei RT inkubiert. Durch Oxidation des Substrates wurde eine Lichtemission erzeugt 
(Chemolumineszenz), die auf einem Röntgenfilm in einer Expositionskammer abgebildet wurde. Das 
Maximum der Lichtemission liegt in einem Zeitfenster von 5-20 min. Die Filme wurden mit einer 
Expositionszeit von 30 s bis 5 min belichtet, anschließend in einer Dunkelkammer mit 
KODAK-D19-Entwickler entwickelt, kurz im Unterbrecherbad gespült, in einer Fixiersalzlösung fixiert, 
abschließend gewässert und zum Trocknen aufgehängt.  
 
3.7.3. Abspaltung des IgG 1 (Fc)-Teiles von EphrinA5-Fc  
Unter Verwendung des CoagulationsfaktorsX konnte der Fc-Teil des rekombinanten EphrinA5-Fc 
abgespaltet werden. Die Spaltstelle des CoagulationsfaktorsX  (IEGR) ist in den Polypeptidlinker des 
rekombinanten Proteins eingebaut (IEGRMD). Es wurden 7,5 µg  CoagulationsfaktorsX  zusammen 
mit 50 µg EphrinA5-Fc in FaktorXa Puffer mit 5 mM  CaCl2 und 1 mM NaN3 zur Spaltung eingesetzt 
und 24 h bei RT inkubiert. Anschließend wurde die Probe mit Microcon-Röhrchen YM3 für 1,5 h bei 
14.000 rpm und 4 °C aufkonzentriert (Ausschlussgren ze von 3000 Da). Der Erfolg der enzymatischen 
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Abspaltung wurde mit SDS-PAGE und anschließender Silberfärbung überprüft. Die 
Konzentrationsbestimmung wurde mit dem MicroBC Assay-Protein Quantifizierungs Kit analog der 
Gebrauchsanweisung durchgeführt.  
 
SDS-Page mit Silberfärbung 
Die SDS-PAGE wurde analog Abschnitt 3.7.2. durchgeführt. Als Marker diente der 
SDS-Molekulargewichtsmarker von SIGMA (M5630). Die Silberfärbung wurde mit dem SilverQuestTM 
Silver Staining Kit von INVITROGEN analog der Gebrauchsanleitung durchgeführt. In Abb. 3.7.3. ist 
das Ergebnis der Abspaltung des IgG1-Teiles von EphrinA5-Fc dargestellt. Das theoretisch zu 
erwartende Molekulargewicht des EphrinA5-Fragmentes (Met 1-Asn 203) liegt bei ungefähr 21 kDa, 
das theoretische Molekulargewicht des IgG1 (Fc)-Teils liegt bei ungefähr 26 kDa. Das 
Molekulargewicht des Ausgangsproteins ist mit 48,6 kDa angegeben, aufgrund von Glykosylierungen 
erscheint die Bande in der SDS-PAGE unter reduzierten Bedingungen laut Datenblatt allerdings bei 
50-55 kDa. Das erklärt auch das Erscheinen der Spaltprodukte bei einem höheren Moleklargewicht in 














Abb. 3.7.3.:   Ergebnis der Abspaltung des IgG1 von EphrinA5-Fc nach SDS-PAGE und Silberfärbung. Die Spaltprodukte sind 
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3.8. Molekularbiologische Methoden 
3.8.1. Transfektion von Neuronen mittels Elektropor ation 
Amplifizierung von pEYPFmem-Vektors in E.coli  
Zur Amplifizierung des pEYPF-mem Vektors, der  freundlicherweise von  Susan Amara zur Verfügung 
gestellt wurde, wurde der Vektor in kompetenten E.coli Bakterien des Stammes XL1Blue 
elektroporiert. Zu 50 µl kompetenter Bakteriensuspension wurden 1 ng Vektor-DNA gegeben, kurz 
durchmischt und in einer vorkühlten Einwegelektroporationsküvette mit einem Plattenabstand von 
2 mm in die Elektroporationskammer gebracht. Es wurden 2 Pulse bei 2500 V über 8 ms angelegt 
(Elektroporator 2510, EPPENDORF). Danach wurde sofort 1 ml vorgewärmtes (37 °C) SOC-Medium 
in die Küvette gegeben, 2 x aufgezogen und sofort in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß bei 37 °C im 
Schüttler für 30 min inkubiert. Die Bakterien wurden 1:100, 1:1000 und 1:10000 mit SOC-Medium 
verdünnt, wovon je 100 µl jeder Verdünnung mit Hilfe eines abgeflammten Trigalzki-Spatels unter 
Drehen auf die Platten aufgebracht und über Nacht bei 37 °C umgedreht kultiviert wurden. Am 
nächsten Morgen erfolgte die Animpfung von 5 ml vorgewärmtem LB-Medium mit 30 g/ml Kanamycin 
mit einer Bakterienkolonie und die Inkubation für 8 h bei 37C° und 200 rpm auf einem Schüttler. 
Danach wurden 100 µl der 5 ml-Bakteriensuspension in 50 ml LB-Medium mit 30 g/ml Kanamycin 
umgeimpft und 16 h bei 200 rpm auf einem Schüttler bei 37 °C kultiviert. 
Isolierung der Vektor-DNA mittels Quiagen MIDI Prep -Kit 
Die Vektor-DNA wurde mittels Quiagen MIDI Prep-Kit laut Herstellerangaben isoliert. Die einzige 
Abweichung vom Herstellerprotokoll bestand im Lösen des mit Isopropanol gefällten und mit EtOH 
gewaschenen DNA-Pellets in 10 mM Tris-HCl (pH=8,0) auf Eis (30 min) anstatt in TE-Puffer. Die 
Konzentration und der Reinheitsgrad der amplifizierten Vektor-DNA erfolgte durch optische 
Dichte-Messung im Photospektrometer. Dazu wurde die Absorption der Vektor-DNA (100-fach 
verdünnt in Wasser) bei 260 nm und 280 nm gemessen. Der Quotient aus der Absorption bei 260 nm 
und 280 nm erlaubt eine Aussage über die Reinheit der DNA. Ein Quotient zwischen 1,7 und 2,0 
bedeutet einen hohen Reinheitsgrad. Zur Berechnung der Konzentration der DNA wurde folgende 
Beziehung verwendet: OD (260 nm) = 1 entspricht 40 ng/µl.  
Restriktionsverdau zur Kontrolle der amplifizierten  Vektor-DNA 
Zur Kontrolle der Vektor-DNA wurde ein Restriktionsverdau mit Pst-1 laut Herstellerprotokoll 
durchgeführt. Der pEYFPmem-Vektor besitzt zwei definierte Spaltstellen für Pst-1, was in zwei 
Spaltprodukten der Größe 4484 bp und 309 bp resultiert. Die Spaltprodukte wurden mit 
DNA-Elektrophorese (1 % Agarose in TBE-Gel) überprüft. Das 1 % Agarose-Gel  enthielt 5 µl/100 ml 
Ethidiumbromid. Als Laufpuffer diente 1 x TBE-Puffer. Im UV-Licht konnten die DNA-Banden sichtbar 
gemacht und fotografiert werden. Abb. 3.8.1. zeigt ein Gelbild, auf dem der Restriktionsverdau von 
zwei Ansätzen (Probe 1 und 2) in den beiden linken Spuren dargestellt ist, bei denen die kleine Bande 
kurz über 300 bp und die große weit über 3000 bp liegt, was den theoretisch erwarteten 
Spaltprodukten entspricht (309 bp und 4484 bp). In den beiden rechten Spuren ist jeweils die 
 













Abb. 3.8.1.: Kontrolle der isolierten 
EYFPmem Vektor‑DNA (supercoiled) 
im 1 %‑igen Agarose‑Gel. Probe 1 
und 2 stellen jeweils zwei 
Parallelansätze dar, die mittels 
Restriktionsverdau (RV 1 und RV 2) 
unter Verwendung des 
Restriktionsenzyms Pst‑1 verdaut 
wurden. Der Restriktionsverdau des 
Vektors resultiert theoretisch in zwei 
Spaltstücken mit jeweils 309 bp und 
4484 bp, die auch im Gel 
nachgewiesen werden   konnten. Der 
Vektor liegt unverdaut als Supercoil 
vor, läuft somit schneller im Gel und 
erscheint bei einer geringeren Größe. 
 
unverdaute Vektor-DNA (Probe 1 und 2) aufgetragen, die als Supercoil vorliegt, somit schneller im Gel 














Elektroporation kortikaler dissoziierter Neurone mi t EYFPmem Vektor 
Um kortikale dissoziierte Neurone mit der pEYFPmem Vektor-DNA zu transfizieren, wurde ebenfalls 
die Methode der Elektroporation gewählt. Die kortikalen Neurone wurden wie bereits beschrieben 
präpariert und dissoziiert. Im Anschluss an das Stoppen der Trypsinreaktion mit 1 Kulturmedium, 
wurden die Neuronen kurz abzentrifugiert (1500 rpm, 4 °C, 5 min), in 150 µl eiskaltem 
Elektroporationspuffer resuspendiert und in eine vorgekühlte Elektroporations-Küvette mit einem 
Plattenabstand von 0,2 cm überführt. Anschließend wurde 50 µg Vektor-DNA zugegeben. Das 
Gemisch wurde 5 min auf Eis inkubiert. Es wurde ein Puls mit einer Pulslänge von 0,1 ms und einer 
Spannung von 700 V ausgelöst. Danach wurde sofort 1 ml kaltes Kulturmedium (4 °C) dazugegeben 
und die Küvette mit den Zellen für 10 min auf Eis gestellt. Die Neurone wurden mit einer Zelldichte von 
300 bzw. 600 Zellen/ mm2 Neurone zusammen mit Fibroblasten (20 Zellen/mm2) aufgebracht und für 
2 d bei 37 °C und 5 % CO 2 kultiviert.  
 
3.8.2. RT-PCR zum Nachweis der EphrinA5-Expression der NIH/3T3-Fibroblasten 
Arbeiten unter Ribonuklease (Rnase)-freien Bedingun gen 
Die Arbeit mit RNA erfordert gesonderte Bedingungen, um die Ribonuclease-Aktivität so gering wie 
möglich zu halten. Es gab gesonderte Arbeitsplätze für den Umgang mit RNA, an denen nur mit 
Handschuhen gearbeitet wurde. Alle verwendeten Glasgefäße und Metallgeräte wurden für 3 h auf 
180 °C erhitzt. Es wurden gesonderte Chemikalien un d sterile Einwegmaterialien verwendet. Wasser 
wurde mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, unter dem Abzug für mindestens 30 min 
gerührt und anschließend autoklaviert, um das überschüssige DEPC zu zerstören. Alle verwendeten 
 
  Material und Methoden 
29 
Puffer und Lösungen, die bei der Arbeit mit RNA zur Anwendung kamen, wurden mit DEPC-Wasser 
angesetzt. 
Präparation von totaler RNA  
Die Isolierung der totalen RNA erfolgte mit Trizol. Trizol ist eine monophasische Lösung aus Phenol 
und Guanidinium-Isothiocyanat. Beide Substanzen denaturieren Proteine, die in diesem Zustand sehr 
hydrophob sind und sich somit sehr gut in Phenol lösen. Die RNA verbleibt in der wässrigen Phase. 
3 ml Trizol wurden pro Zellkulturschale mit Kontroll-und EphrinA5-transfizierten Zellen eingesetzt. Die 
Zellen wurden mit einem Schaber abgelöst. Das Trizol-Zell-Gemisch wurde in ein 1,5 ml 
Eppendorf-Gefäß überführt, und mit einer Einwegspritze und einer 0,9 mm Kanüle homogenisiert 
(10 x). Das Homogenat wurde anschließend für 10 min, bei 12.000 g und 4 °C abzentrifugiert. Der 
Überstand mit darin enthaltener RNA wurde abgenommen und 5 min bei RT stehen gelassen, das 
Pellet wurde verworfen. Durch Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro eingesetzten Milliliter Trizol erfolgte 
die Phasentrennung. Der Ansatz wurde für 15 s geschüttelt und danach 15 min, bei 12.000 g und 4 °C 
abzentrifugiert. Die obere wässrige Phase mit der enthaltenen RNA wurde abgenommen. Zur 
Präzipitation der RNA wurden 0,5 ml Isopropylalkohol pro eingesetzten Milliliter Trizol dazugegeben 
und das Gemisch für 10 min bei RT inkubiert. Durch anschließende Zentrifugation bei 12.000 g für 
10 min bei 4 °C wurde die RNA pelletiert und der Üb erstand verworfen. Das RNA-Pellet wurde mit 
mindestens 1 ml 75 %  Ethanol pro eingesetzten Milliliter Trizol und nachfolgender Zentrifugation 
(5 min, 7500 g und 4 °C) gewaschen. Der Überstand w urde vollständig angenommen und die RNA an 
der Luft getrocknet. Anschließend wurde die RNA in 20 µl DEPC-Wasser für 30 min auf Eis gelöst. Die 
Konzentrations- und Reinheitsgradbestimmung wurde durch Optische-Dichte-Messung im 
Photospektrometer analog der optischen Dichte-Messung der pEYFPmem Vektor-DNA durchgeführt. 
Mittels RNA-Gelektrophorese wurde die Intaktheit der isolierten totalen RNA überprüft 
(0,8 % Agarose-Gel in TAE-Puffer mit 0,05 µl/ml Ethidiumbromid). Die Feldstärke wurde auf 2,7 V/cm 
festgelegt. Unter UV-Licht wurden die RNA-Banden (18S und 26S rRNA) sichtbar, die als Kriterium für 
die Intaktheit der RNA gelten.  
Reverse Transkription  
Es wurde der spezifische antisense Primer Efn A5´4 (1 pmol), mit der Sequenz (5`→ 3`) 
GCT ATA ATG TCA AAA GCA TCG CC verwendet. Es wurden jeweils 500 ng mRNA eingesetzt und 
die RevertAidTM H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase von Fermentas laut Protokoll verwendet. Der 
Ansatz wurde im PCR-Gerät (Mastercycler Gradient, EPPENDORF) für 1 h bei 42 °C (reverse 
Transkription) und 10 min bei 72 °C (Inaktivierung des Enzyms) inkubiert. Anschließend wurde die 
Probe auf 4 °C gekühlt und direkt für die PCR weite rverwendet. Die verbleibende cDNA wurde 
bei -20 °C gelagert. 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifizierung der cDNA wurden der Efn A5´4  Primer (Sequenz siehe reverse Transkription) und 
der Efn A5´1 Primer mit der Sequenz (5`→ 3`) ATG TTG CAC GTG GAG ATG TTG AC verwendet. 
Beide Primer erkennen je eine spezifische Sequenz von 23 Nucleotiden im humanen EphrinA5 und 
schließen 642 Nucleotide ein. Somit sollte durch die Primer eine cDNA amplifiziert werden, die 
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insgesamt 688 bp enthält. Es wurden 5 µl der cDNA in einen Reaktionsansatz von 25 µl mit folgenden 
Bestandteilen (mit den jeweiligen Endkonzentrationen) zugegeben: 
 
0,2 mM   dNTP-Mix 
1,5 X   Taq-Puffer 
1,5 mM   MgCl2 
0,8 pmol / µl   Efn A5´4 Primer 
0,8 pmol / µl  Efn A5´1 Primer 
0,004 U / µl   HotStar Taq-Polymerase 
 
Es wurde folgendes PCR-Programm verwendet: 
 
Deckel       105 °C 
Aktivierung der HotStar Taq-Polymerase    95 °C  15 min 
Denaturierung        94 °C  30 s 
Annealing        53 °C  30 s 
Elongation        72 °C  1 h 30 min; 25 Zyklen 
Hold           8 °C 
 
 
Das Ergebnis der PCR wurde mit einem 1 % igem Agarose in TBE-Gel überprüft, was in Abb. 3.8.2. 
dargestellt ist. Die amplifizierte cDNA der EphrinA5-transfizierten Fibroblasten zeigte im Gel eine 
Bande, die kurz über der 650 bp-Bande des DNA-Marker liegt und somit der theoretisch erwarteten 















Abb. 3.8.2.:  Die RT-PCR der RNA von EphrinA5-transfizierten und Kontroll-Fibroblasten unter Verwendung spezifischer Primer 
für EphrinA5 konnte zeigen,   
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3.8.3. In situ-Hybridisierung an dicken Schnitten  
Es wurde unter Ribonuklease-freien Bedingungen, wie in Abschnitt 3.8.2 beschrieben, gearbeitet. Die 
Schnitte (225 µm) wurden sofort nach der Präparation, nach 2 h und 48 h in vitro in 4 % PFA in PBS 
für 4 h unter Schütteln auf Eis und anschließend über Nacht bei 4 °C mit 4 °PFA in PBS fixiert. Alle 
weiteren Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Am nächsten Tag wurden die Proben mit einer 
Methanolreihe dehydriert (25 %, 50 %, 75 %, 100 % in PBS) und bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung 
eingefroren. Die Schnitte wurden nach dem Auftauen mit 75 %, 50 %, 25 % Methanol in PBS 
rehydriert und dreimal je 5 min mit PBS/0,1 % Tween gewaschen. Anschließend wurden die Proben 
30 min mit 6 % H2O2 behandelt und dreimal je 5 min mit PBS/0,1 % Tween gewaschen. Die Schnitte 
wurden mit 10 µg/ml Proteinase K für 10 min anverdaut. Der Verdau wurde mit 2 µg/ml Glycin 
gestoppt. Danach wurden die Proben dreimal je 5 min mit PBS/0,1 % Tween gewaschen und für 
15 min in 4 % PFA/0,2 % Glutaraldehyd in PBS/0,1 % Tween nachfixiert. Die Proben wurden 3x5 min 
in PBS/0,1 % Tween gewaschen. Danach wurden die Schnitte 5 min in 50 % PBS/0,1 % Tween und 
50 % Hybridisierungslösung, anschließend in 100 %iger Hybridisierungslösung gewaschen. Die 
Proben wurden dann in frischer Hybridisierungslösung bei 65 °C für 3 h prähybridisiert. Die 
Digoxygenin-markierten RNA-Sonden, von Ronny Niehage, Sandra Barchmann und Katharina Merz 
zur Verfügung gestellt, wurden für 5 min bei 95 °C erhitzt und in einer finalen Konzentration von 
300 ng/ml zu den Proben gegeben und über Nacht bei 70°C unter Schütteln inkubiert. Am nächsten 
Tag wurde die Hybridisierungslösung durch die Posthybridisierungslösung ersetzt und 10 min bei 
70°C inkubiert. Danach wurde je 10 min bei 70 °C mi t Posthybridisierungslösung / 2x SSC mit 1 % 
SDS in folgenden Verhältnissen gewaschen: 75/25; 50/50; 25/75; 0/100. Anschließend wurden die 
Schnitte für 30 min in 2x SSC mit 1 % SDS bei 70 °C  und 15 min bei Raumtemperatur gewaschen. 
Nach dreimaligem Waschen in MabS/0,1 % Tween für 10 min bei Raumtemperatur, wurden die 
Proben für 1 h mit dem Blockierungreagenz blockiert. Dann erfolgte die Inkubation mit dem 
Anti-Digoxygenin-AP-gekoppelten Antikörper bei  4°C  unter Schütteln über Nacht. Alle weiteren 
Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Am nächsten Tag erfolgte das 
Waschen der Proben für 10 min in der Blockierungslösung und anschließend in 50 % 
Blockierungslösung in MabS/0,1 % Tween. Danach wurden die Schnitte 1x10 min, 3x30 min und 
1x60 min in MabS/0,1 % Tween gespült. Anschließend wurden die Proben 3x10 min in 
Reaktionspuffer mit 0,1 % Tween und 1x30 min in Reaktionspuffer mit 0,1 % Tween  und einer 
Spatelspitze Levamisol gewaschen. Der Reaktionspuffer wurde durch Reaktionspuffer mit NTP/BCIP 
ersetzt. Dabei wurde zu 35 ml Reaktionspuffer 131,25 µl BCIP und 175 µl NBT gegeben. Die 
Färbereaktion wurde bei RT über mehrere Stunden oder über Nacht bei 4 °C durchgeführt. Zum 
Stoppen der Farbreaktion wurden die Schnitte 3x10 min in PBS/0,1% Tween gewaschen und 
anschließend in Mowiol/n-Propyl-Gallat eingedeckelt.  
 
3.8.4. In situ-Hybridisierung an Kryostatschnitten  
Es wurde unter Ribonuklease-freien Bedingungen, entsprechend Abschnitt 3.8.2 gearbeitet. Unfixierte 
Embryonen des Embroynaltages 14, die in kaltem Isopropanol (-40 °C) eingefroren und bei -80 °C 
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gelagert wurden, wurden im Kryostaten bei einer Temperatur von -11 °C coronal geschnitten, auf 
Super Frost plus Objektträger aufgezogen und für 3 h bei 55 °C auf einer Heizplatte getrocknet.  
Anschließend erfolgte die Fixierung in 4% PFA (pH=7,4 bis 7,6) für 10 min, 5 min waschen in PBS und 
die Destabilisierung der Membran mit 0,2 M HCl für 10 min. Nach dem Spülen der Schnitte in PBS für 
5 min erfolgte die Behandlung mit 0,1 M Triethanolamin /HCl (pH=8) und 5 mM Acetanhydrid, um die 
Aminogruppen zu acetylieren. Während des Waschens in PBS für mindestens 5 min wurde die 
Hybridisierungslösung mit der Lhx6-Sonde angesetzt, die freundlicherweise von Ronny Niehage zur 
Verfügung gestellt wurde. Eine feuchte Kammer wurde mit Whatman-Papier ausgelegt und mit 50 ml 
5x SSC und 50 % Formamid befeuchtet. Die Objektträger mit den Proben wurden in eine feuchte 
Kammer auf Metalleinsätze gelegt, mit je 145 µl Hybridisierungslösung benetzt und mit silanisierten 
Deckgläsern luftblasenfrei überschichtet. Das Silanisieren der Deckgläser erfolgte für 5 s in Repisilan 
(2 % Dimethyldichlorsilan in 1,1,1,-Trichlorethan), die anschließend je einmal für 5 s in Aceton und 
absolutem Ethanol gespült und dann zum Trocknen aufgestellt wurden. Die Hybridisierung der 
Schnitte erfolgte über Nacht bei einer Temperatur von 70 °C. Am nächsten Tag wurden die Schnitte 
kurz mit 5x SSC abgespült und anschließend 30 min in 50 % Formamid, 2x SSC bei 70 °C inkubiert. 
Dann erfolgte das Waschen in 0,2x SSC für 60 min bei 70 °C und danach für 15 min bei 
Raumtemperatur. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Die Schnitte 
wurden 5 min in MaBS-Puffer gewaschen und anschließend mit 2 % Blockierungsreagenz in MaBS für 
60 min behandelt. Anschließend wurden 145 µl eines anti-Dig-Fab Antikörpers gekoppelt mit 
alkalischer Phosphatase, 1 zu 750 verdünnt in Blockierungsreagenz pro Objektträger zugegeben und 
30 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Schnitte 3x10 min in MaBS gewaschen und für 5 min in 
Reaktionspuffer mit einer Spatelspitze Levamisol/Tetramisol inkubiert. Danach wurden die 
Objektträger mit je 1 ml Substratlösung (37,5 µl BCIP und 50 µl NBT auf 10 ml Reaktionspuffer) 
überschichtet und in einer feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch 
Waschen mit PBS gestoppt und die Präparate in Mowiol/n-Propyl-Gallat eingedeckelt. 
 
3.9. Mikroskopie 
Für mikroskopische Aufnahmen wurde ein inverses ZEISS, Axiovert S 100-Mikroskop in Kombination 
mit einer Spot-Farbkamera und dazugehöriger Software verwendet. Zusätzlich wurden Aufnahmen an 
einem Laser Scanning Mikroskop (LSM 519) von Zeiss, mit einem 10x Objektiv, mit einer 
numerischen Apertur (NA) = 0,45 und einem 40x Öl-Objektiv (NA = 1,3) gemacht. Dabei wurde das 
Pinhole so eingestellt, dass die Dicke des optischen Schnittes 1 µm betrug. Für Aufnahmen von 
EGFP-Zellen, Alexa 488- und Cy2-markierten Zellen wurde ein Argon-Laser mit einer Wellenlänge 
von 488 nm und ein Bandpass von 500-550 nm als Emissionsfilter angewendet. Aufnahmen von 
Cy3-markierten Präparaten wurden unter Verwendung eines Helium-Neon-Lasers mit einer 
Wellenlänge von 543 nm und eines Langpasses 560 nm als Emissionsfilter durchgeführt.  
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3.9.1. „time-lapse“ – Videomikroskopie kortikaler N eurone 
Das Wachstum kortikaler Neurone auf homogenen Substraten, im Streifen-Assay und in Co-Kultur mit  
Fibroblasten wurde mittels „time-lapse“-Videomikroskopie beobachtet. Dabei wurden Mikrofotografien 
mit einer CCD-Videokamera von wachsenden Zellen in einem Inkubationssystem an einem inversen 
ZEISS, Axiovert S 100-Mikroskop aufgenommen, die dann zu einem Videofilm zusammenfügt wurden. 
Das Computerprogramm METAMORPH (MetaMorph Imaging System, Version 4.0; UNIVERSAL 
IMAGING CORPORATION) und die Steuereinheit (Multi Control 2000) ermöglichte dabei die die 
Ansteuerung sowie Fokusregulierung von bis zu 8 Positionen während eines 
„time-lapse“-Experiments. Das Inkubationssystem gewährte mit 37 °C und 5 % CO 2 gute 
Kulturbedingungen. Das Mikroskop mit Inkubationssystem befand sich auf einem mit Druckluft 
betriebenen, schwingungsgedämpften Tisch. Die Deckgläser mit Neuronen wurden nach 2 h in vitro in 
eine Petriperm-Petrischale überführt, die sich durch einen gasdurchlässigen Membranboden 
auszeichnete. Zum Schutz vor Verdunstung wurden 5 ml Zellkulturmedium mit 6 ml hoch viskösem 
Mineralöl (d = 0,84 g/ml) überschichtet. Die Bilder wurden im Phasenkontrast mit 10-facher 
Vergrößerung (ZEISS LD Acroplan, numerische Apertur: 0,60 Korr Ph1) aller 6 min aufgenommen.  
  
3.9.2. „time-lapse“ – Videomikroskopie migrierender  Zellen in coronalen Schnitten 
Die Gehirnschnitte wurden in Petriperm-Kulturschalen mit 2 ml Kulturmedium und 6 ml Mineralöl und 
in die Inkubationseinheit mit 37 °C und 5 % CO 2 am LSM 510 von Zeiss überführt. Es wurde ein 
Argonlaser mit einer Wellenlänge von 488 nm und als Emissionsfilter ein Bandpass 500-550 nm 
verwendet. Mit einem 10x Objektiv (NA=0,45) wurde alle 10 min ein Scan durchgeführt. Mit Hilfe der 
LSM-Software von Zeiss wurden die Projektionen der einzelnen Scans zusammengefügt und als 
Filme exportiert. Um die Lokalisation der migrierenden EGFP-Neurone im Schnitt zu bestimmen, 
wurden jeweils Durchlichtaufnahmen mit differentiellem Interferenzkontrast (DIC) gemacht, die den 





Für die statistischen Analysen wurde der student t-test für unabhängige Stichproben bzw. für 
abhängige Stichproben mit der Microcal Origin 6.0G Software durchgeführt. Alle angegebenen Werte 
sind Mittelwerte (MW) ± SEM. Das statistische Signifikanzniveau wurde für die 
Irrtumswahrscheinlichkeit auf p ≤ 0,01 festgesetzt.  
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3.10.2. Quantifizierung der Aggregation kortikaler Neurone 
Als Aggregat wurde die Adhäsion der Somata von mindestens zwei Neuronen gewertet. Es wurde die 
Gesamtzellzahl, die Anzahl der aggregierten Zellen und die Anzahl der Neurone pro Aggregat der 
einzelnen Präparate ermittelt und normiert. Die normierten Werte wurden statistisch verglichen.  
 
3.10.3. Quantifizierung der Fluoreszenzsignale der immunhistochemischen 
Markierungen auf dem EphrinA5-Fc Substrat 
Zur Quantifizierung der Fluoreszenzsignale auf dem EphrinA5-Fc Substrat, wurden Fluoreszenzbilder 
von den Präparaten mit konstanter Belichtungszeit im schwarz-weiß Modus und alternierend dazu 
Phasenkontrastaufnahmen am inversen ZEISS Axiovert S 100-Mikroskop gemacht. Die Größe und 
Fluoreszenzintensitäten der immunhistochemischen Markierungen des PY99- bzw. 
EphA4-Antikörpers und die Größe der Zellaggregate wurden unter Verwendung der ImageJ Software 
ermittelt. Da sich die Größe der Zell-Aggregate unter den verschiedenen Bedingungen veränderte, 
wurden jeweils die Quotienten der Flächen der Immunmarkierungen und die der Zellaggregate 
gebildet. Der größte Quotient wurde auf 100 %   festgesetzt, die anderen Quotienten relativ dazu 
normiert und statistisch verglichen.  
 
3.10.4. Quantifizierung der Intensitäten der PY99-B anden  im Western Blot  
Zur Messung der Intensitäten der PY99-Signale im Western-Blot wurden die erhaltenen Banden  auf 
den Röntgenfilmen mit einer Digitalkamera abfotografiert und deren Intensitäten mit ImageJ bestimmt. 
Die ermittelte Intensität der PY99-Bande des EphA-Rezeptors nach PP3-Behandlung (Kontrolle) 
wurde auf 100 % festgesetzt und die Abnahme der Intensität der Tyrosinphosphorylierung nach 
PP2-Behandlung relativ dazu ermittelt und statistisch verglichen.  
 
3.10.5. Quantifizierung der Migration von MGE-Neuro ne auf coronalen Schnitten 
in vitro 
Von den Schnitten wurden alternierend Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahmen mit 100-facher 
Vergrößerung mit einem inversen ZEISS Axiovert S 100-Mikroskop gemacht. Die Einzelbilder wurden 
mittels Photoshop Software zusammengesetzt. Die Auswertung der Migration von EGFP-MGE auf 
coronalen Wildtyp-Schnitten in vitro erforderte die Normierung aller Schnitte, da sich diese in Größe 
und Ausdehnung unterschieden. Dazu wurde jeder Schnitt einer Hemisphäre mit der ImageJ Software 
vermessen. Wie in Abb. 3.10.5. dargestellt, wurde die Längsausdehnung jedes Schnittes von Beginn 
des Kortex auf der ventrikulären Seite bis zum Beginn der AEP (A) bestimmt, was sich in jedem 
Schnitt deutlich abzeichnete. Bei ¼ dieser Längsausdehnung A (A/4) von der lateralen Seite aus, 
wurde ein Balken über die ganze dorsal-ventral Ausdehnung gelegt. Die Breite dieses Balkens 
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entsprach jeweils dem zwanzigsten Teil der Längsausdehnung A (A/20). Die dorsal-ventral 
Ausdehnung des Balkens wurde gemessen und in 25 gleich große Regionen unterteilt, für die jeweils 
die Fluoreszenzintensität mit der Software ImageJ bestimmt wurde. Die Fluoreszenzintensitäten 
wurden als Maß für die Quantität der migrierenden  Zellen verwendet. Dabei wurde der höchste 
gemessene Wert auf 100 % festgesetzt. Die erhaltenen Mittelwerte der einzelnen Regionen bei den 
verschiedenen Versuchsbedingungen wurden statistisch miteinander verglichen. Die Zuordnung der 
Regionen zu anatomischen Zonen wurde mit Hilfe eines embryonalen Maus- und Rattenatlas und 
Angaben der Literatur bezüglich der Embryonaltage E14 und E16 getroffen („Atlas of the developing 
rat brain“; „Atlas of mouse development“; (Marin et al., 2001a). Um sicherzustellen auch nur die 
Ventrikularzone und nicht Teile der oberen Subventrikularzone zu beschreiben, wurde ausschließlich 
die Region 1 als Ventrikularzone definiert. Die Regionen 2 bis 7 wurden der Subventrikularzone und 

















Abb. 3.10.5. :  schematische Darstellung der Vermessung der Schnitte für die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitäten. 
A = gemessener Abstand von Beginn des Kortex (auf Ventrikelseite) bis Beginn der AEP. Bei A/4 lag die Mittelachse des 
ausgemessenen Balkens in der LGE. Die Breite des Balkens ergab sich aus dem zwanzigsten Teil von A (A/20). Des Weiteren 











4.1.  Der Einfluß von EphrinA5 auf die Aggregation und Migration 
kortikaler Neurone in vitro 
 
4.1.1. Geclustertes EphrinA5-Fc aktiviert EphA-Reze ptoren dissoziierter kortikaler 
Neurone in vitro   
Einleitend wurde die EphA Rezeptorexpression der kortikalen Neuronen in vitro immunohistochemisch 
nachgewiesen. Dazu wurden E14 Kortex-Neurone für 2 Tage auf Laminin/Poly-l-Lsyin kultiviert und 
anschließend mit einem EphA4-Antikörper markiert. Die Neurone zeigten eine deutliche 
Immunreaktivität für EphA-Rezeptoren über den gesamten Zellen (Abb. 4.1.1. B). Weiterhin wurde 
überprüft, ob die künstlich erzeugten Cluster von EphrinA5-Fc an EphA-Rezeptoren dissoziierter 
kortikaler Neurone in vitro binden und eine Aktivierung (Phosphorylierung) der Rezeptoren  induzieren 
können. Dazu wurden auf Laminin/Poly-L-Lysin kultivierte Neurone nach 2 Tagen in vitro für 30 min 
mit 8 µg/ml EphrinA5/Fc bei 37 °C behandelt, das mi t einem Alexa488-markierten anti-IgG-Antikörper 
geclustert wurde. Anschließend wurden Phosphotyrosine mit einem anti-PY99-Antikörper 
imunhistochemisch angefärbt. Abbildung 4.1.1. D zeigt die Bindungsstellen des Alexa 488-markierten 
EphrinA5-Fc eines kortikalen Neurons. Abbildung 4.1.1. E zeigt das Ergebnis der 
Phosphotyrosin-Immunfärbung mit einem Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper der gleichen Zelle. 
Eine Co-Lokalisation beider Signale (Abb. 4.1.1. F, gelbe Markierungen) bei Überlagerung der beiden 
Fluoreszenz-Aufnahmen deutet auf aktivierte EphA-Rezeptoren hin, die sowohl am Zellkörper, entlang 
des Axons und der Dendriten zu erkennen sind. Daraus lässt sich ableiten, dass EphA-Rezeptoren 
von dissoziierten kortikalen Neuronen durch künstlich erzeugte Cluster von rekombinantem chimären 





Abb. 4.1.1.:  kortikale Neurone auf Laminin / Poly-L-Lysin Substrat nach 2 Tagen in vitro exprimieren EphA4 Rezeptoren, die 
durch geclustertes EphrinA5-Fc aktiviert werden können. (B), Fluoreszenzaufnahme nach einer anti-EphA4 Immunfärbung mit 
entsprechender Durchlichtaufnahme in (A). (C), Phasenkontrastaufnahme zu (D-F); (D), Fluoreszenzaufnahmen der Alexa488-
markierten Bindungstellen von rekombinantem EphrinA5-Fc; (E),  Fluoreszenzaufnahme der immunhistochemischen 
Markierung phosphorylierter Tyrosine mit einem anti-PY99-Antikörper; (F), Überlagerung der Fluoresenzaufnahmen von 
EphrinA5-Bindungsstellen (D) und der Phosphotyrosin-Markierung (E). Balken: 20 µm in (A und B); 25 µm in (C-F). 
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4.1.2. EphrinA5-Fc induziert die Aggregation kortik aler Neurone  
Um die funktionellen Effekte der EphrinA5-Fc induzierten EphA-Rezeptoraktivierung von dissoziierten 
kortikalen Neurone zu untersuchen, wurden die Zellen zunächst auf homogenem EphrinA5-Fc und als 
Kontrolle auf homogenem Fc-Substrat kultiviert. Um ein Auswachsen der Neuriten auf diesen 
Substraten zu ermöglichen, wurden alle Deckgläser zusätzlich mit Laminin/Poly-L-Lysin beschichtet. 
Ein wichtiges Kriterium zum Überleben der kortikalen Neurone in vitro ist die Zelldichte. Um 
funktionelle Effekte von EphrinA5-Fc auf dissoziierte Neurone untersuchen zu können, sollte die 
Dichte der Zellen so gewählt werden, dass die Neurone weitestgehend isoliert voneinander 
auswachsen. Jedoch war eine bestimmte minimale Zellzahl nötig, um ein gutes Auswachsen der 
Neurone unter Kulturbedingungen zu erlangen. Dieser Kompromiss wurde bei ungefähr 
150 Zellen/mm2 erzielt.  Bei dieser Zellzahl wuchsen auf dem Kontrollsubstrat nach 2 Tagen in vitro 
48 % der Neurone isoliert aus und 52 % der Zellen waren aggregiert (Abb. 4.1.2. und Abb. 4.1.2.1.). 
Als Aggregation wurde der Kontakt von mindestens 2 Zellen am Soma der Neurone definiert. Wurden 
dissoziierte kortikale Neurone hingegen auf homogenem EphrinA5-Fc (Abb. 4.1.2. und Abb. 4.1.2.1.) 
kultiviert, so aggregierten innerhalb von 2 Tagen in vitro  92 %  der Neurone und nur 8 % der Zellen 
wuchsen isoliert aus. Somit stieg die Aggregation auf EphrinA5-Fc im Vergleich zur Kontrolle um 40 % 
an (p<0,0001, students t-test, 3 unterschiedliche Experimente). Zusätzlich zur erhöhten Anzahl 
aggregierender Neurone war die mittlere Zellzahl pro Aggregat und somit die Aggregatgröße auf 
homogenem EphrinA5-Fc (4,4 Zellen pro Aggregat) im Vergleich zum Kontrollsubstrat (2,8 Zellen pro 
Aggregat) signifikant erhöht (p<0,0001, unabhängiger t-Test, Abb. 4.1.2.1. B). Um einen Einblick in 
den Zeitverlauf der Aggregation zu erhalten, wurden die Neurone auf homogenem EphrinA5-Fc und 
Kontrollsubstrat zu verschiedenen Zeitpunkten fixiert. Bereits nach 10 h in vitro konnte ein Anstieg der 





Abb. 4.1.2.:  geclustertes rekombinantes EphrinA5-Fc steigert die Motilität und Aggregation kortikaler Neurone in vitro. 
Phasenkontrastaufnahmen von Neuronen, die entweder auf (A) dem Kontroll-Substrat Fc (obere Reihe) oder  (B) homogenem 
EphrinA5-Fc (untere Reihe) kultiviert und nach verschiedenen Zeiten in vitro fixiert wurden (3h, 10h, 24h and 48h). Balken: 























































































































Abb. 4.1.2.1.:  Quantifizierung der EphrinA5-Fc induzierten Aggregation. Als Aggregation wurde der Kontakt von mindestens 
zwei Zellen am Soma der Neurone definiert. (A), Im Vergleich zur Kontrolle stieg die EphrinA5-Fc induzierte Aggregation der 
Neurone nach 2 Tagen in vitro um 38 % an. (B), Quantifizierung der Zellzahl der Aggregate auf homogenem EphrinA5-Fc und 
Fc. (C), Quantifizierung der Anzahl aggregierender Neurone zu verschiedenen Zeiten (3h, 10h and 24h) in vitro. Eine 




Verschiedene Mechanismen, die entweder zusammen oder einzeln wirken, könnten zur gesteigerten 
Aggregation der Zellen auf homogenem EphrinA5-Fc führen. Die EphA-Rezeptor-Aktivierung könnte 
zur Veränderung der Zelloberflächenmoleküle führen, die Zell-Substrat und Zell-Zell-Interaktionen 
vermitteln. Des weitern könnte EphrinA5-Fc auch die Motilität der Zellen steigern. Ferner kann die 
EphA-Rezeptor-Aktivierung  in einer verstärkten Ausbildung von Neuriten resultieren, was wiederum 
die Frequenz der Zell-Zell-Kontakte erhöhen und somit eine zu einer gesteigerten Zell-Zell-Konatkt 
vermittelten Aggregation der Neurone führen könnte. Schließlich kann EphrinA5-Fc auch ein stark 
repulsives Substrat für die kortikalen Neurone darstellen, die Zelloberfläche wäre dann das 
bevorzugte Substrat für kortikale Neurone, was zur Bildung von Zellaggregaten führen könnte. Um 
einen besseren Einblick in die Problematik zu gewinnen, wurde die Aggregation der Neurone mit 
Time-lapse-Videomikroskopie genauer beobachtet. Das Wachstum der Neurone auf EphrinA5-Fc und 
dem Kontrollsubstrat wurde für jeweils 15 h aufgezeichnet (3 h-18 h in vitro). Sequenzen aus den 
Time-lapse Aufnahmen sind in Abbildung 4.1.2.2 A für EphrinA5-Fc und in Abbildung 4.1.2.2. B für 
das Kontrollsubstrat dargestellt. Die originalen Filme sind im Zusatzmaterial enthalten (Absatz 8.3: 
Film 1 und 2 auf CD). Auf homogenem EphrinA5-Fc war zu beobachten, dass die Neurone weit 
häufiger Fortsätze ausbildeten und diese auch wieder zurückzogen als in den Kontrollversuchen. Dies 
führte zu vermehrten Zell-Zell-Kontakten mit umliegenden Neuronen, was in einer gesteigerten 
Aggregation der Neurone auf EphrinA5-Fc resultierte. In Abbildung 4.1.2.2. A sind Beispiele für 
kontaktabhängige Aggregationen auf dem EphrinA5-Fc Substrat dargestellt und mit Pfeilen markiert. 
Die Sequenzen der Aufnahmen der Zellen auf dem Kontrollsubstrat (Abb. 4.1.2.2. B) zeigen ein 
Auswachsen mit weitaus geringerer Motilität und Aggregation. Die Quantifizierung der 
Time-lapse-Aufnahmen ergab, dass auf dem Kontrollsubstrat nur 12 % der Neurone Kontakte mit 
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anderen Zellen ausbildeten, auf homogenem EphrinA5-Fc hingegen bildeten während der 15 h 
Aufnahmezeit 16 % der Neurone Kontakte mit umliegenden Zellen aus (Abb. 4.1.2.3. A). Noch 
deutlicher war der Unterschied in der Anzahl der kontaktabhängigen  Aggregationen. Auf homogenem  
Kontrollprotein resultierten nur 67 % dieser Kontakte in einer Aggregation der Zellen (Abb. 4.1.2.3. B). 
Wuchsen die Neurone jedoch auf EphrinA5-Fc, so führten 87 % dieser Zell-Zell-Kontakte zu einer 
gerichteten Bewegung und Aggregation (Abb. 4.1.2.3. B), was in einem deutlichem Anstieg der 
aggregierenden Zellen auf EphrinA5-Fc im Vergleich zum Kontrollsubstrat nach 15 h in vitro resultierte 
(Abb. 4.1.2.3. C). Aus diesen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass EphrinA5 eine gesteigerte Motilität 




Abb. 4.1.2.2.:  Time-Lapse-Videomikroskopie (3-18 h in vitro) zeigt, dass EphrinA5-Fc die Motilität und Aggregation kortikaler 
Neurone in vitro erhöht. (A), Sequenzen von Aufnahmen von Neuronen auf homogenem EphrinA5-Fc zeigen Beispiele für 
Zellen, die Kontakte mit umliegenden Neuronen ausbilden, die dann zur Aggregation führen (mit Pfeilen markiert). (B), 
Sequenzen aus dem Wachstumsverlauf von Neuronen auf homogenem Fc (Kontrollsubstrat) zeigen deutlich weniger 
kontaktabhängige Aggregation und Motilität. Balken: 50 µm. 
 
 







































































































































































Abb. 4.1.2.3.:  Die Quantifizierung der Time-Lapse-Aufnahmen ergeben eine erhöhte Anzahl an Zell-Zell-Kontakten (C), eine 
gesteigerte kontaktabhängige Aggregation (D) und somit eine stärkere Zunahme der Aggregation (E)  auf EphrinA5-Fc im 
Vergleich zum Kontrollsubstrat; n = Anzahl der Neuronen.  
 
 
4.1.3. Src-Famile-Kinasen sind involviert im downstream-signalling  der 
EphA Rezeptor- vermittelten Zell-Aggregation 
Als nächstes sollten mögliche Signal-Moleküle identifiziert werden, die an der EphrinA5-Fc induzierten 
Aggregation beteiligt sein könnten. In einer Studie von Knöll und Drescher (2004) wurde gezeigt, dass 
Src-Familie-Tyrosin-Kinasen (SFKs) eine wichtige Rolle im downstream-signaling der 
EphA-vermittelten repulsiven Axonlenkung im retinotektalen System spielen. Im Nervensystem der 
Nagetiere werden 4 verschiedene SFK (Src, Fyn, Lyn, Yes) exprimiert (Thomas und Brugge; 1997). 
Es ist weiterhin bekannt, dass SFKs an die juxtamembranale Domäne der EphA-Rezeptoren über 
zwei hoch-konservierte Tyrosin-Reste binden (Ellis et al., 1996; Zisch et al., 1998) und somit die 
Funktionen oder Bindungseigenschaften weiterer Signalmoleküle modifizieren können. 
 
Ausgehend von diesen Daten sollte überprüft werden, ob SFKs möglicherweise auch in die 
EphrinA5-Fc stimulierte Aggregation kortikaler Neurone involviert sind. Dazu wurde zunächst die 
EphrinA5-Fc induzierte Tyrosin-Phosphorylierung der EphA Rezeptoren in Abhängigkeit von der 
Aktivität der SFKs untersucht. Um die Aktivität der SFKs zu blockieren, wurde ein pharmakologischer 
Ansatz gewählt. Die chemische Substanz 4-Amino-5-(4-Chlorophenyl)-7-(t-Butyl)pyrazolo [3,4-d] 
Pyrimidin (PP2) wird weitläufig zur Inaktivierung der SFKs eingesetzt (Hanke et al., 1996; Vindis et al., 
2003; Knöll and Drescher, 2004). Als Kontrolle diente  4-Amino-7-Phenylpyrazolo [3,4-d] Pyrimidin 
(PP3), eine chemisch ähnliche aber funktionell inaktive Substanz. Ausgehend von Literaturangaben 
wurden kortikale Neurone mit jeweils 10 µM PP2 bzw. 10 µM PP3 präinkubiert (Knöll und Drescher et 
al., 2004) und anschließend mit EphrinA5-Fc oder Fc als Kontrolle präzipitiert. Immunoblots der 
Präzipitate, bei denen Antikörper gegen EphA5 und Phosphotyrosin (Klon 4G10) verwendet wurden, 
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zeigten eine deutliche Abnahme der EphrinA5-Fc induzierten Tyrosin-Phosphorylierung der 
EphA-Rezeptoren nach PP2-Behandlung (Abb. 4.1.3. A, 2,6 fache Abnahme, 2 unabhängige 
Experimente). Daraus lässt sich ableiten, dass SFKs in die Tyrosin-Phosphorylierung der 
EphA-Rezeptoren  nach Rezeptoraktivierung involviert sind.  
 
Um mögliche funktionelle Effekte der SFK-Inhibition nach EphrinA5-Fc stimulierter EphA 
Rezeptoraktivierung zu untersuchen, wurden kortikale Neurone auf homogenem EphrinA5-Fc mit PP2 
und als Kontrolle mit PP3 gelöst im Medium kultiviert. Da SFKs in verschiedenen 
Signaltransduktionswegen bei einer Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt sind (Morse et al.1998; 
Takasu et al., 2002; Beggs et al., 1994; Ignelzi et al., 1994; Suetsugu et al., 2002), mußte eine PP2 
Konzentration ermittelt werden, die ein gutes Auswachsen dissoziierter Neurone auf dem 
Kontrollsubstrat weitestgehend erlaubt. Dazu wurde eine Konzentrationsreihe angefertigt, bei der 
Neurone auf dem Kontrollsubstrat mit 1 µM, 2,5 µM, 5 µm, 7,5 µM und 10 µm  PP2 behandelt wurden. 
Ausgehend von Literaturangaben (Knöll und Drescher, 2004) und den Ergebnissen der 
Konzentrationsreihe wurde für die nachfolgenden Untersuchungen eine PP2-Konzentration von 5 µM 
verwendet. Höhere Konzentrationen von PP2 resultierten in einem stark vermindertem Auswachsen 
der Neuriten, einer verstärkten Aggregation und einem gesteigerten Zelltod der Neurone auf dem 
Kontroll-Substrat. Bei Zugabe von 5 µM PP2 wurde das Auswachsen der Neurone auf dem 
Kontrollsubstrat nur marginal beeinflusst, was zu einer leichten Erhöhung der Anzahl der aggregierten 
Zellen (Abb. 4.1.3. B, D) führte. Im Gegensatz dazu wurde die EphrinA5-Fc induzierte Aggregation der 
kortikalen Neurone nach 2 d in vitro durch die Inhibition der SFKs signifikant verringert (Abb. 4.1.3. B, 
C, E). Sowohl die Anzahl aggregierter Zellen (Abb. 4.1.3. C) als auch die Anzahl der Zellen pro 
Aggregat (Abb. 4.1.3. E) waren auf homogenem EphrinA5-Fc nach PP2-Zugabe signifikant reduziert.  
 
Eine Reduzierung der EphrinA5-induzierten Aggregation nach Blockierung der SFKs konnte auch mit 
Time-lapse Aufnahmen beobachtet werden. Neurone, deren Migration für 15 h (3-18 h) in vitro auf 
homogenem EphrinA5-Fc aufgezeichnet wurde, zeigten nach Zugabe von 5 µM PP2 eine deutlich 
geringere Aggregation im Vergleich zu Neuronen mit normaler SFK-Aktivität (Abb. 4.1.3.1 A und B). 
Abb. 4.1.3.1. A zeigt jeweils die erste (3 h in vitro; obere Reihe) und die letzte Aufnahme (18 h in vitro; 
untere Reihe) der Time-Lapse Sequenzen von Neuronen auf homogenem EphrinA5-Fc mit blockierter 
(PP2 im Medium, linke Spalte) und normaler SFK-Funktion (rechte Spalte). Die Originalaufnahmen 
sind im Zusatzmaterial enthalten (Abschnitt 8.3.: Film 1 und 3 auf CD). Die Quantifizierung der 
Time-lapse Aufnahmen ergab, dass nach PP2-Zugabe nur noch 18 % der Neurone auf EphrinA5 
aggregierten, was im Vergleich zur Aggregation der Neurone mit normaler SFK Aktivität auf 
homogenem EphrinA5 (35 %) eine Verringerung um 17 % bedeutet (Abb. 4.1.3.1. B).  
Zusammenfassend lässt sich aus diesen Daten schließen, dass SFKs im EphA-downstream signaling 
der EphrinA5-induzierten Zellaggregation involviert sind. 
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Quantifizierung der Aggregation in Abhängigkeit






















































































































































































Abb. 4.1.3.: Die EphrinA5-Fc induzierte Aggregation kortikaler Neurone in vitro ist abhängig von der Aktivität der SFKs. (A), 
Nach der Präzipitation kortikalen Gewebes mit EphrinA5-Fc und Fc als Kontrolle, präinkubiert mit 10 µM PP2 oder 10 µM PP3, 
wurden Immunoblots durchgeführt, bei denen anti-EphA5 und anti-PY4G10 Antikörper eingesetzt wurden. Nach PP2-Zugabe 
war eine deutliche Abnahme der EphrinA5-Fc induzierten Tyrosin-Phosphorylierung der EphA-Rezeptoren zu verzeichnen. (B), 
Phasenkontrastaufnahmen von Neuronen auf homogenem EphrinA5-Fc (obere Reihe) und Kontroll-Substrat (untere Reihe) mit 
5 µM PP3 (linke Spalte) und 5 µM PP2 (rechte Spalte) im Medium nach 2 d in vitro. Die Aggregation der Zellen auf homogenem 
EphrinA5-Fc wurde nach Inhibierung der SFKs reduziert. Sowohl die Anzahl der aggregierenden Zellen (C) als auch die Zellzahl 
pro Aggregat (D) wurde nach PP2-Zugabe verringert. Auf dem Kontrollsubstrat war eine leichte Erhöhung der Aggregation 
durch die Blockierung der SFKs zu erkennen (D). Als Kontrollsubstanz diente PP3, die das Wachstum der Neurone weder auf 




Abb. 4.1.3.1.:  Time-lapse Aufnahmen von Neuronen auf homogenem EphrinA5-Fc mit PP2 im Medium für 15 h (3-18 h) in vitro 
zeigen eine verringerte EphrinA5 induzierte Aggregation. (A); Phasenkonstrastaufnahmen aus den Time-lapse Sequenzen von 
Neuronen auf homogenem EphrinA5 mit durch PP2 inhibierter (linke Spalte) und normaler SFK Aktivität (rechte Spalte). Um 
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den Einfluss der SFK  auf die EphrinA5-induzierte Aggregation zu verdeutlichen, wurde jeweils die erste (nach 3 h in vitro; 
obere Reihe) und die letzte Time-Lapse Aufnahme (nach 18 h in vitro; untere Reihe) abgebildet. (B); Die Quantifizierung der 
Aggregation die in 15 h (3-18 h) in vitro aufgezeichnet wurde, ergab eine 17 % ige Reduzierung der Aggregation nach SFK 




4.1.4. SFK-Inhibition bewirkt eine Konversion des r epulsiven Effektes von EphrinA5 in 
Attraktion 
In den bisher beschriebenen Experimenten wurde gezeigt, dass EphrinA5-Fc die Aggregation 
kortikaler Neurone SFK-abhängig erhöht. Time-lapse-Aufnahmen deuteten weiterhin darauf hin, dass 
die Aggregation durch eine EphA-vermittelte gesteigerte Motilität der Zellen zustande kommt. Die 
gesteigerte Motilität könnte eine Folge von repulsiven Interaktionen sein, wie sie für das Eph-Rezeptor 
signaling häufig beschrieben worden sind (Vanderhaeghen et al. 1998; Wilkinson et al., 2001; 
Drescher et al., 2002). Um zu untersuchen, ob EphrinA5-Fc eine repulsive Wirkung auf kortikale 
Neurone hat, wurde der von Vielmetter et al. (1990) entwickelte Streifenassay angewendet. Mit Hilfe 
einer Silikonmatrize wurden alternierende 50 µm breite Streifen aus EphrinA5-Fc, geclustert mit einem 
Fluoreszenz-markierten anti-Fc Antikörper, und aus unmarkiertem geclusterten Kontrollprotein (Fc) 
hergestellt. Die Neurone wurden gleichmäßig auf dem Streifenfeld verteilt und für 2 Tage kultiviert. 
Hatten die Zellen die Wahl zwischen dem EphrinA5-Fc und dem Kontrollsubstrat, so vermieden 80% 
der Neurone die EphrinA5-Fc-Streifen und wuchsen nach 2 d in vitro bevorzugt auf den 
Kontroll-Streifen (Abb. 4.1.4. B und Abb. 4.1.4.1. A). Dieser Effekt war abhängig von der 
Konzentration von EphrinA5-Fc. Ein bevorzugtes Auswachsen der Zellen auf den Kontroll-Streifen 
konnte bis zu einer EphrinA5-Fc Konzentration von 0,08 µg/ml beobachtet werden. Geringere 
EphrinA5-Fc Konzentrationen ergaben kein präferentielles Wachstum mehr (Abb. 4.1.4.1. A). 
Alternierende Streifen aus markiertem und unmarkiertem Kontroll-Protein resultierten in einer 




Abb. 4.1.4.:  EphrinA5-Fc hat einen repulsiven Effekt auf dissoziierte kortikale Neurone im Streifenassay nach 2 Tagen in vitro. 
(A), Neurone auf alternierenden Streifen aus Alexa488-markierten und unmarkiertem Kontrollprotein (3 µg/ml) zeigen kein 
präferentielles Wachstum. (B), Wachsen die Neurone auf alternierenden Streifen aus Alexa488-markiertem EphrinA5-Fc 
 




























































































(8 µg/ml) and unmarkiertem Kontrollprotein (3 µg/ml), so zeigen die Neurone eine deutliche Präferenz für die Kontroll-Streifen 





Abb. 4.1.4.1.:  (A), Quantifizierung der Verteilung der Neurone im Streifenassay in Abhängigkeit von verschiedenen EphrinA5-
Fc Konzentrationen. Der repulsive Effekt von EphrinA5-Fc ist konzentrationsabhängig und kann bis zu einer Konzentration von 
0,08 µg/ml EphrinA5-Fc im Streifenassay nachgewiesen werden. (B), Quantifizierung der Anzahl apoptotischer Zellen auf 




Eine mögliche Erklärung für die ungleiche Verteilung der Neuronen im Streifenassay könnte ein durch 
EphrinA5 induzierter Zelltod sein. Vanderheaghen et al., 2005 haben eine durch EphrinA-EphA 
Interaktionen vermittelte regulierte Apoptose kortikaler Vorläuferzellen beschrieben. Um eine mögliche 
Erhöhung der Apoptose kortikaler Neurone auf den EphrinA5-Fc Streifen gegenüber Neuronen auf 
den Kontroll-Streifen festzustellen, wurde ein Apoptose-Kit (TUNEL-Assay) eingesetzt, der  
fragmentierte DNA als Charakteristikum apoptotischer Zellen markiert. Eine Quantifizierung nach 5 h 
und nach 24 h in vitro ergab jedoch keine erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen auf den 
EphrinA5-Fc-Streifen im Vergleich zu Neuronen auf den Kontroll-Streifen (Abb. 4.1.4.1. B). Diese 
Daten konnten durch Time-Lapse Aufnahmen gestützt werden, die ebenfalls kein vermehrtes 
Absterben der Neurone auf den EphrinA5-Fc Streifen zeigen. Dagegen konnte man in den 
Time-Lapse Aufnahmen auf den EphrinA5-Fc Streifen eine gesteigerte Aggregation im Vergleich zu 
den Zellen auf den Kontrollstreifen erkennen (Abb. 4.1.4.2. A, Abb. 4.1.4.3. A, Zusatzmaterial in 
Abschnitt 8.3.: Film 4 auf CD). Von allen beobachteten Aggregationen der Neurone finden 83 % der 
Ereignisse auf den EphrinA5-Fc Streifen statt, nur 17 % der Aggregationen werden durch Zellen 
vermittelt, die auf den Kontroll-Streifen wachsen (Abb. 4.1.4.3. A). In Abbildung 4.1.4.2. A ist ein 
Auszug einer Time-Lapse-Sequenz dargestellt, die Aggregationen von Zellen auf dem EphrinA5-Fc 
Streifen zeigen. Diese Ergebnisse unterstützen die Daten der homogenen Substrate (Abschnitt 
4.1.2.). Zusätzlich konnten Aggregationen zwischen Zellen beobachtet werden, die auf benachbarten 
Streifen lokalisiert waren. Ein Beispiel hierfür ist in Abbildung 4.1.4.2. B dargestellt. 89 % dieser 
 
  Ergebnisse 
45 
Kontakte zwischen Zellen benachbarter Streifen resultierten in einer Translokation der Zellen aus den 
EphrinA5-Fc Streifen in die Kontroll-Streifen (Abb. 4.1.4.3. B; linkes Diagramm: Zell-Zell 
kontaktabhängig).  Weiterhin konnten zu einen geringerem Anteil (30 % der gesamten 
Translokationsereignisse) Zellbewegungen in anliegende Streifen beobachtet werden, die unabhängig 
von Zell-Zell-Kontakten und Aggregation stattfanden. Diese Zellbewegungen hatten die gleiche 
Richtungspräferenz wie die Zell-Zell-Kontakt vermittelten Translokationen. 82 % der beobachteten 
Zellen bewegten sich aus den EphrinA5-Fc in die Kontrollstreifen, nur 18 % wanderten umgekehrt in 
die EphrinA5-Fc Streifen ein (Abb. 4.1.4.3. B; rechtes Diagramm: ohne Zell-Zell-Kontakt). Aus diesen 
Daten lässt sich ableiten, dass die ungleiche Verteilung der Neurone im Streifenassay durch eine 
repulsive Wirkung von EphrinA5-Fc auf kortikale Neurone zustande kommt, die zu einer gerichteten 





Abb. 4.1.4.2.:  Time-Lapse-Aufnahmen kortikaler Neurone im Streifenassay (3-18 h in vitro) zeigen eine gesteigerte Aggregation 
der Zellen auf den EphrinA5-Fc-Streifen verglichen mit der Aggregation auf den Kontroll-Streifen und eine gerichtete Bewegung 
der Neurone aus den EphrinA5-Fc in die Kontroll-Streifen. (A) und (B) zeigen Ausschnitte aus Time-lapse Sequenzen von 
Neuronen im Streifenassay, die EphrinA5-Fc enthaltenen Streifen sind dunkel unterlegt. (A), Die Pfeile markieren Beispiele für 
aggregierende Zellen auf den EphrinA5-Fc-Streifen. (B), Der Pfeil markiert eine auf dem EphrinA5-Fc Streifen liegende Zelle, 
die mit Neuronen auf dem Kontroll-Streifen aggregiert, was in einer Translokation der Zelle in den Kontroll-Streifen resultiert. 
Balken: 50 µm. 
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Quantifizierung der Time-Lapse Aufnahmen von kortikalen Neuronen im Streifenassay













































































































































































































































































Abb. 4.1.4.3.:  (A), Quantifizierung der Time-lapse Aufnahmen hinsichtlich der Aggregation der Zellen auf den EphrinA5-Fc und 
Kontroll-Streifen. Die Summe aller beobachteten Aggregationen entspricht 100 %. (B), Quantifizierung der Bewegungen von 
Neuronen in angrenzende Streifen. Der schwarze Balken steht jeweils für die Zellbewegungen aus den Kontroll-Streifen in die 
EphrinA5-Fc-Streifen. Die gestreiften Balken geben den Anteil der Zellbewegungen aus den EphrinA5-Fc enthaltenen Streifen 
in die Kontroll-Streifen wieder. Im linken Diagramm sind die Zell-Zell-Kontakt vermittelten Translokationen, im rechten 
Diagramm die Zell-Zell-kontaktunabhängigen Zellbewegungen in angrenzende Streifen dargestellt. Die Summe aller 




Um zu untersuchen, ob der EphA-vermittelte repulsive Effekt von EphrinA5-Fc im Streifenassay 
ebenfalls von der Aktivität der SFK abhängig ist, wurde die pharmakologische Blockierung der SFKs 
mit der Substanz PP2 im Streifenassay angewendet. Analog zu den Experimenten, die in Abschnitt 
4.1.3. dargestellt sind, wurden 5 µm PP2 eingesetzt. In den Kontrollexperimenten wurde dem Medium 
5 µM PP3 zugegeben. Die SFK Inhibition auf homogenem Substrat führte zu einer Reduzierung der 
EphrinA5-Fc-induzierten Aggregation kortikaler Neurone. Dementsprechend wurde eine 
Neutralisierung des repulsiven Effektes von EphrinA5 im Streifenassay erwartet, was in einer 
weitestgehend gleichmäßigen Verteilung der Zellen auf dem Streifenfeld resultieren könnte. Jedoch 
führte die SFK-Inhibition nicht zu einer Gleichverteilung, sondern zu einem präferentiellen Wachstum 
von 80 % der Neurone auf den EphrinA5-Fc-Streifen nach 2 Tagen in vitro (Abb. 4.1.4.4. B, C). Mit 
Time-Lapse Videomikroskopie (3-18 h in vitro) konnte nach PP2 Applikation eine verstärkte 
Bewegung der Zellen in die EphrinA5-Fc Streifen beobachtet werden (Abb. 4.1.4.5. B). Die 
Translokationen der Zellen in angrenzende Streifen wurden wieder in Zell-Zell-Kontakt abhängige 
Bewegung (Abb. 4.1.4.5. B; linkes Diagramm) und Zell-Zell-kontaktunabhängige Translokationen 
(Abb. 4.1.4.5. B; rechtes Diagramm) unterteilt. In beiden Fällen war eine präferentielle Bewegung der 
Zellen aus den Kontroll-Streifen in die EphrinA5-Fc enthaltenen Streifen zu erkennen. 73 % der 
Zell-Zell-Kontakt abhängigen Bewegungen und 85 % der Zell-Zell-Kontakt unabhängigen 
Translokationen resultierten in einer gerichteten Bewegung in die EphrinA5-Fc-Streifen (Abb. 4.1.4.2. 
B). Zusätzlich ergaben die Time-Lapse Aufnahmen, dass der Anteil der Zell-Zell-Kontakt 
unabhängigen Translokationen bei Neuronen mit inhibierten SFKs im Vergleich zu Zellen mit normaler 
SFK-Aktivität von 30 % auf  57 % anstieg (Abb. 4.1.4.6.), was einen verminderten Anteil der 
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Quantifizierung der Time-Lapse Aufnahmen von kortikalen Neuronen im Streifenassay

















































































































































































































































































Zell-Zell-Kontakt vermittelten Translokationen in angrenzende Streifen bedeutet. Diese Daten stehen 
in Übereinstimmung mit der Beobachtung, dass die EphA-vermittelte Aggregation der Neuronen auf 
den EphrinA5-Fc-Streifen nach PP-2 Behandlung reduziert war (Abb. 4.1.4.5. A). Bei Zellen mit 
normaler SFK-Aktivität fanden 83 % aller Aggregationsereignisse in 15 h (3-18 h) in vitro auf den 
EphrinA5-Fc Streifen statt (Abb. 4.1.4.3. A). Dieser Anteil wurde nach PP2 Behandlung auf 57% 




Abb. 4.1.4.4.:  Der repulsive Effekt von EphrinA5 auf kortikale Neurone ist von der Aktivität der SFKs abhängig. Eine Inhibition 
der SFKs resultiert in einer Konversion der Repulsion in Attraktion. Phasenkontrastaufnahmen zeigen Neurone im Streifenassay 
mit (A) normaler und (B) blockierter SFK-Funktion nach 2 Tagen in vitro. (C), Quantifizierung der Verteilung der Neuronen im 
Streifenassay nach 2 Tagen in vitro in Abhängigkeit von der SFK-Aktivität (ohne Zusätze im Medium, mit 5 µM PP2 und 5 µM 





Abb. 4.1.4.5.:  Quantifizierung der Time-lapse-Aufnahmen von Neuronen mit inhibierter SFK-Aktivität im Streifenassay. (A), 
Anteil aggregierender Neurone auf den Kontroll- und EphrinA5-Fc-Streifen. (B), Quantifizierung der Translokationen der 
Neurone in angrenzende Streifen Der schwarze Balken steht jeweils für die Zellbewegungen aus den Kontroll-Streifen in die 
 


































Time-Lapse: Anteil kontaktunabhängiger Translokationen
in angrenzende Streifen in Abhängigkeit von der SFK Aktivität
EphrinA5-Fc / Fc Streifen;
EphrinA5-Fc / Fc Streifen;





















































EphrinA5-Fc-Streifen. Die gestreiften Balken geben den Anteil der Zellbewegungen aus den EphrinA5-Fc enthaltenen Streifen 
in die Kontroll-Streifen wieder. Im linken Diagramm sind die Zell-Zell-Kontakt vermittelten Translokationen, im rechten 
Diagramm die Zell-Zell-kontaktunabhängigen Zellbewegungen in angrenzende Streifen dargestellt. Die Summe aller 


















Abb. 4.1.4.6.:  Quantifizierung der Time-lapse-Aufnahmen bezüglich der Zell-Zell-kontaktunabhängigen Translokationen von 
Neuronen in angrenzende Streifen in Abhängigkeit von der SFK-Aktivität; n = Anzahl der Neurone. 
 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass SFKs in den EphA vermittelten repulsiven Effekt von 
EphrinA5-Fc involviert sind. Durch die Inhibition der SFK-Aktivität kann die Repulsion in Attraktion 
konvertiert werden. Diese Daten stehen in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Holmberg et al. 
(2000), die einen Shift von Repulsion hin zu Adhäsion nach beeinträchtigter Tyrosin-Phosphorylierung 
von EphA Rezeptoren gezeigt haben. Somit scheint der Charakter zellulärer Wirkungen nach 
Eph/Ephrin Interaktionen stark abhängig von den verschiedenen downstream-Signalmolekülen zu 
sein.  
 
4.1.5. EphA Rezeptoren werden nach der Bindung an d as EphrinA5-Fc Substrat 
abgegeben 
Der beobachtete attraktive Effekt von EphrinA5-Fc auf kortikale Neurone nach Inhibition der SFKs 
könnte auf die hoch affine Bindung von Ephrin-Liganden und Eph-Rezeptoren zurückzuführen sein. 
Daraus folgend stellt sich die nahe liegende Frage, wie Zellen mit normaler SFK-Aktivität repulsive 
Effekte bewerkstelligen, wenn die Bindung von Rezeptoren und Liganden eine adhäsive Interaktion 
darstellt. Für das EphrinB-Sytem haben Zimmer et al. (2003) eine durch Kontakt induzierte 
bidirektionale Endozytose des gesamten Rezeptor-Liganden Komplexes während der Zell-Repulsion 
beschrieben. Für das EphrinA-System konnte ein durch Metalloproteasen vermitteltes Abschneiden 
(cleavage) der extrazellulären Domäne der A-Liganden nach Komplex-Bildung mit deren Rezeptoren 
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gezeigt werden (Hattori et al., 2000). In den hier beschriebenen in vitro Experimenten wuchsen die 
Neurone jedoch auf EphrinA5-Fc beschichteten Glas-Deckgläsern, die sowohl ein Metalloproteasen 
vermitteltes cleavage der Liganden als auch eine Zell-Zell Kontakt induzierte Endozytose mit 
Liganden-exprimierenden Zellen ausschließen. Einen ersten Hinweis auf einen weiteren 
Mechanismus zur Entfernung von Ligand-Rezeptor Komplexen von der Zelloberfläche ergab sich aus 
Immunfärbungen kortikaler Neurone auf homogenem EphrinA5-Fc nach 2 Tagen in vitro mit einem 
Antikörper gegen den EphA4 Rezeptor. Auf dem EphrinA5-Fc Substrat konnte die EphA4 
Immunfärbung nicht nur wie im Kontrollversuch auf den Zellen detektiert werden, sondern auch 
zusätzlich auf dem Substrat in einem „Hof“ um die Zellen herum als intensives punktförmiges Signal 
(Abb. 4.1.5. A, A’, B, B’). Eine sehr ähnliche Markierung konnte man mit einer Immunfärbung gegen 
Phosphotyrosine mit einem anti-PY99 Antikörper auf dem EphrinA5-Fc Substrat erkennen (Abb.  
4.1.5. D, D’). Im Gegensatz dazu wurden auf dem Kontrollsubstrat nur die Zellkörper und Fortsätze 
der Neurone mit den anti-EphA4 und anti-PY99 Antikörpern markiert (Abb. 4.1.5. C, C’). Eine 
Doppelmarkierung von Zellen auf homogenem EphrinA5-Fc (4.1.5.1. A; Durchlichtaufnahme) mit 
einem anti-EphA4 (Abb. 4.1.5.1. C) und einem anti-PY99 (Abb. 4.15.1. B) Antikörper ergab eine 
Co-Lokalisation beider Signale um die Neurone auf dem EphrinA5-Fc Substrat (Abb. 4.1.5.1. D). Eine 
Phalloidin-Gegenfärbung, zur Markierung von filamentösem Aktin, zeigte deutlich, dass das PY-Signal 
auf dem Substrat auch an Stellen lokalisiert ist, an denen keine Zellfortsätze mehr vorhanden sind 
(Abb. 4.1.5.1. E-H). Das punktierte Signal auf dem EphrinA5-Fc-Substrat konnte nur nach 
Permeabilisierung der Membranen detektiert werden, ohne das Detergenz Triton-X-100 wurden nur 
die Zelloberflächen mit dem anti-PY99 Antikörper markiert (Abb. 4.1.5. E, E’). Diese Ergebnisse 
lassen den Schluss zu, dass kortikale Neurone Membranpartikel mit phosphorylierten 
EphA-Rezeptoren auf dem EphrinA5-Fc Substrat zurücklassen („membrane-ribbing“). Dieser 
Abgabemechanismus der EphA-Rezeptoren der kortikalen Neurone könnte eine Vorraussetzung für 
die EphrinA5-Fc-induzierten Effekte wie gesteigerte Motilität, Aggregation und Repulsion darstellen, 





Abb. 4.1.5.:  Neurone, die auf homogenem EphrinA5-Fc wachsen, geben aktivierte EphA-Rezeptoren an das Substrat ab. (A’), 
auf dem Kontroll-Substrat war die EphA4 Immunreaktivität auf die Neuriten und die Zellkörper beschränkt. (B’), auf EphrinA5-Fc 
resultierte die EphA4 Immunfärbung in einer extensiven Markierung des die Zellen umgebenden Substrates zusätzlich zur 
Färbung der Zellen. Ein sehr ähnliches Färbemuster der Zellen und des umgebenden Substrates wurde mit dem PY-99 
Antikörper erhalten (D’), wobei auch hier auf dem Kontrollsubstrat die PY-99 Markierung auf die Zellen beschränkt blieb (C’). 
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(E’),  PY-99 Markierung von Neuronen auf homogenem EphinA5-Fc ohne Verwendung des Detergenz Triton-X-100. Die 





Abb. 4.1.5.1  A-H: Doppelmarkierung von kortikalen Neuronen nach 2 d in vitro auf homogenem EphrinA5-Fc unter Verwendung 
der anti-EphA4 und anti-PY99 Antikörper ergaben eine Co-Lokalisation der Signale auf dem Substrat um die Neurone. Eine 
Doppelmarkierung mit Phalloidin und dem PY-99 Antikörper konnte deutlich zeigen, dass das PY-99 Signal auf dem Substrat  
um die Zellen und deren Fortsätze herum lokalisiert war. (A), Durchlichtaufnahme mit differentiellem Interferenzkontrast eines 
Zellaggregates von Neuronen auf homogenem EphrinA5-Fc nach 2 d in vitro. (B), anti-Phosphotyrosin –Markierung des 
Zellaggregates; (C), anti-EphA4-Färbung und (D), Überlagerung beider Immunmarkierungen. (E), Durchlichtaufnahme eines 
Zellaggregates von Neuronen auf homogenem EphrinA5-Fc nach 2 d in vitro. (F), anti-Phosphotyrosin –Markierung des 
Zellaggregates, (G), Phalloidin-Gegenfärbung und (H) Überlagerung beider Markierungen. Balken: 50 µm. 
 
 
4.1.6. SFK-Aktivität ist an der Rezeptorabgabe der kortikalen Neurone an das 
EphrinA5-Fc Substrat beteiligt 
Als nächstes sollte untersucht werden, ob die Abgabe der Eph-Rezeptor enthaltenden 
Membranpartikel nur ein passives Ereignis darstellt oder ob dafür ein  Signaltransduktionsweg 
erforderlich ist. Da die in vorangegangen Experimenten beschriebenen EphA vermittelten Effekte eine 
Abhängigkeit von der Aktivität der SFKs zeigten, wurde die EphA Rezeptorabgabe der Neurone nach 
Inhibition der SFKs mit PP2 untersucht. Wie in Abbildung 4.1.6. dargestellt ist, führte die Zugabe von 
PP2 zu einer Verkleinerung der Fläche der Immunfärbung von EphA4 auf dem EphrinA5-Fc Substrat 
um 38 % (Abb. 4.1.6. D) und die Fläche der Immunmarkierung mit dem anti-PY99 Antikörper 
verringerte sich um 23 % (Abb. 4.1.6. F). Da die PP2-Zugabe in einer Verringerung der Größe der 
Zellaggregate resultierte, war ein direkter Vergleich der Absolutwerte der Flächen der 
Immunmarkierungen auf dem EphrinA5-Fc-Substrat nicht aussagekräftig. Deshalb wurde jeweils der 
Quotient aus der Fläche des Substratsignals der Immunmarkierungen und der Fläche der 
Zellaggregate berechnet. Der größte Quotient wurde auf 100 % gesetzt, die anderen Quotienten 
relativ dazu berechnet und mit dem student t-test verglichen. Noch auffälliger als die Reduzierung der 
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Quantifizierung der Rezeptorabgabe an das EphrinA5








































































































































































































































































































































































relativen Fläche des Substratsignals für PY-99 und EphA4 nach SFK-Inhibition, war die Abnahme der 
Fluoreszenzintensität der Immunmarkierungen. Durch die PP2 Behandlung wurde die Intensität des 
EphA4 Signals auf dem EphrinA5-Fc Substrates um das 1,3-fache (Abb. 4.1.6. E), die des PY99 
Signals um das 1,4 fache reduziert (Abb. 4.1.6. G). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die 





Abb. 4.1.6.:  SFK-Aktivität ist in die Regulation der EphA-Rezeptorabgabe kortikaler Neurone involviert. Anti-Phosphotyrosin 
(PY99) Immunfärbung von Neuronen auf homogenem EphrinA5-Fc nach 2 Tagen in vitro mit Kontrollmedium (A’), nach 
Applikation von (B’) 5 µM PP3 oder (C’) 5 µM PP2. Die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen sind in (A)-(C) dargestellt. 
Die Quantifizierung der Fläche des EphA4 (D) and PY99 (E) Signals relativ zur Größe der Zellaggregate ergab eine 
Reduzierung nach PP2 Behandlung. Außerdem wurde die Fluoreszenzintensität für die anti-EphA4 (F) und anti-PY99 (G) 




















































4.1.7. Abgabe von EphA-Rezeptoren nach Zell-Zell Ko ntakt  
Die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Experimente weisen auf einen 
Abgabemechanismus der EphA-Rezeptoren der kortikalen Neurone an ein zwei-dimensionales 
EphrinA5-Fc Substrat hin. Um zu überprüfen, ob EphA-Rezeptoren auch nach Zell-Zell-Kontakt an 
Liganden exprimierende Zellen abgegeben werden können, wurden kortikale Neurone zusammen mit 
EphrinA5 transfizierten 3T3NIH Fibroblasten  co-kultiviert. Als Kontrolle dienten 3T3NIH Fibroblasten, 
die nur den Vektor ohne das Insert für EphrinA5 enthielten. Die EphrinA5 mRNA-Expression wurde 
mit RT-PCR überprüft (siehe Material und Methoden). Um die Funktionalität des EphrinA5-Proteins 
der transfizierten Fibroblasten auf kortikale Neurone nachzuweisen, wurden die Interaktionen der 
Neurone mit EphrinA5 transfizierten bzw. Kontroll-Fibroblasten in Co-Kulturen mit von Time-lapse 
Videomikroskopie für 24 h (1 bis 2 Tage in vitro) aufgezeichnet. Aufgrund der häufig beschriebenen 
repulsiven Effekte von EphrinA5 auf neuronale Zellen und der Resultate der bisher dargestellten 
Experimente mit rekombinantem EphrinA5-Fc, wurden repulsive Interaktionen zwischen Neuronen 
und den EphrinA5 enthaltenen Fibroblasten erwartet. Es konnte beobachtet werden, dass die 
auswachsenden Neuriten der Neurone sich bei Kontakt mit EphrinA5 exprimierenden Zellen deutlich 
öfter und nach weitaus kürzerer Kontakt-Dauer zurückzogen als nach Kontakt mit 
Kontroll-Fibroblasten (Abb. 4.1.7. A, siehe auch Abschnitt 8.3. Zusatzmaterial: Film 5 und 6 auf CD). 
In Abb. 4.1.7. B sind Ausschnitte aus Aufnahmen von Co-Kulturen von Neuronen mit 
EphrinA5-transfizierten Fibroblasten dargestellt. Weiße Pfeile markieren Neuriten, die Kontakte mit 
Fibroblasten ausbilden, nach kurzer Dauer zurückziehen und wieder neu ausgebildet werden. In 
Abbildung 4.1.7. C ist ein Beispiel aus einer Zeitrafferaufnahme einer Co-Kultur von Neuronen mit 
Kontroll-Fibroblasten dargestellt, in der der Kontakt zwischen einem Neuriten mit Fibroblasten über 
einen Zeitraum von mehr 2 h aufrechterhalten wird. Diese Ergebnisse deuten auf eine Funktionalität 




Abb. 4.1.7.:  Co-Kulturen von Neuronen mit EphrinA5 transfizierten zeigen repulsive Interaktionen. (A), Quantifizierung der 
Time-lapse Aufnahmen der Co-Kulturen aus Neuronen mit EphrinA5 transfizierten und Kontroll-Fibroblasten bezüglich der 
Dauer der Zell-Zell-Kontakte innerhalb von 24 in vitro. Ausschnitte aus Aufnahmen von Neuronen mit (C) 
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EphrinA5-transfizierten Fibroblasten und (D) Kontroll-Fibroblasten. Die Pfeile markieren Neuriten an oder nahe den 
Kontaktstellen mit Fibroblasten. Balken: 25 µm; n =  Anzahl der Zell-Zell-Kontakte. 
 
 
Als nächstes sollte eine EphA-Rezeptoraktivierung der Neurone durch EphrinA5-transfizierte 
Fibroblasten nachgewiesen werden. Dazu wurden Co-Kulturen von Neuronen mit 
EphrinA5-transfizierten (Abb. 4.7.1.1. B-B’’’) und Kontroll-Fibroblasten (Abb. 4.7.1.1. A-A’’’) über 
2 Tage in vitro angefertigt. Um aktivierte EphARezeptoren nachzuweisen wurde anschließend eine 
immunhistochemische Doppelmarkierung mit einem anti-EphA4 (4.7.1.1. A’’, B’’) und einem anti-PY99 
Antikörper (4.7.1.1. A’, B’) durchgeführt, Eine Überlagerung beider Immunmarkierungen lässt eine 
Co-Lokalisation beider Signale an den Kontaktstellen von Neuronen und EphrinA5-transfizierten 
Fibroblasten erkennen (Abb. 4.7.1.1. B’’’), was auf aktivierte EphA-Rezeptoren hindeutet. An den 
Kontaktstellen von Neuronen mit Kontroll-Fibroblasten konnten keine überlagerten Signale für EphA4 
und PY99 detektiert werden (Abb. 4.7.1.1. A’’’). Abbildung 4.7.1.1. B-B’’’ zeigt deutlich, dass die 
Signale für PY99 und EphA4 auf der Fibroblastenmembran lokalisiert sind. Da diese starke 
Markierung bei den Kontroll-Zellen ausbleibt, ist zu vermuten, dass aktivierte EphA-Rezeptoren der 




Abb. 4.1.7.1.:  Co-Kulturen aus EphrinA5-transfizierten Fibroblasten  mit kortikalen Neuronen (rechte Reihe, B-B’’’)nach 2 d in 
vitro zeigen aktivierte EphA-Rezeptoren an den Kontaktstellen, die mit Kontroll-Fibroblasten (linke Reihe, A-A’’’) nicht 
nachgewiesen werden können. Die Phasenkontrastaufnahmen der Co-Kulturen sind jeweils in (A) und (B) dargestellt. (A’) und 
(B’) zeigt die anti-PY-99 und (A’’) und (B’’) die anti EphA4-Immunfärbungen. In (A’’’) und (B’’’) sind die Überlagerungen aus (A’) 




Da die in Abschnitt 4.5. dargestellten Ergebnisse zeigten, dass das Substratsignal nur nach 
Permeabilisierung mittels Triton-X-100 detektiert werden konnte, kann man davon ausgehen, dass die 
Rezeptoren mit umgebenden Membranfragmenten abgegeben werden. Um nachzuweisen, dass die 
EphA-Rezeptoren tatsächlich von den Neuronen an die EphrinA5-exprimierenden Fibroblasten 
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abgegeben werden, wurden primäre Neurone mit einem Vektor für membranständiges EYFP 
elektroporiert, der  in E.coli amplifiziert, isoliert und mittels Restriktionsverdau unter Verwendung des 
Enzyms Pst-1 kontrolliert (siehe Material und Methoden) wurde. Die Neurone wurden dann mit 
EphrinA5-transfizierten oder Kontroll-Fibroblasten für 2 Tage in vitro co-kultiviert und anschließend mit 
einem anti-EphA4 oder anti-PY99 Antikörper immunhistochemisch angefärbt. Ziel des Versuches war 
es, grün-fluoreszierende neuronale Membranpartikel auf der Membran von EphrinA5-transfizierten 
Fibroblasten nahe der Kontaktstellen mit EYFPmem transfizierten Neuronen nachzuweisen, die mit 
einem Signal für EphA4 oder PY99 co-lokalisiert sind. In Abbildung 4.1.7.3. A-D sind Co-Kulturen von 
EphrinA5-transfizierten Fibroblasten mit EYFPmem transfizierten primären kortikalen Neuronen 
dargestellt. Die Abbildungen 4.1.7.3. A und B zeigen Co-Kulturen mit anschließender anti-EphA4 
Immunmarkierung, wobei in B-B’’’ die Kontaktstellen zwischen Neuron und Fibroblast jeweils 
vergrößert dargestellt sind. In Abb. 4.1.7.3. C und D ist eine Co-Kultur mit nachfolgender anti-PY99 
Färbung abgebildet. Auch hier sind in D-D’’’ die Kontaktstellen zwischen Neuron und Fibroblast aus 
C-C’’’ herausvergrößert. Nahe den Kontaktstellen von EphrinA5 transfizierten Fibroblasten und 
EYFPmem exprimierenden Neuronen (Abb. 4.1.7.3. A-D) konnten grün fluoreszierende 
Membranpartikel auf der Oberfläche der Fibroblasten detektiert werden (Abb. 4.1.7.3. A’, B’, C’, D’). In 
Co-Kulturen mit Kontroll-Fibroblasten konnten diese Membranpartikel nicht nachgewiesen werden 
(Abb. 4.1.7.2. A, A’, B, B’). Immunfärbungen konnten zeigen, dass viele dieser EYFPmem enthaltenen 
Membranpartikel auf den EphrinA5 transfizierten Fibroblasten mit einer anti-EphA4 (Abb. 4.1.7.3. 
A’-A’’’, B’- B’’’) oder PY99 Markierung (Abb. 4.1.7.3. C’-C’’’, D’-D’’’) co-lokalisiert waren. Diese 
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine EphA Rezeptor-Abgabe auch nach Zell-Zell-Kontakt mit 
EphrinA-Liganden exprimierenden Fibroblasten stattfinden kann. Die EphA-Rezeptorabgabe könnte 
somit einen weiteren Mechanismus darstellen, um repulsive Interaktionen zwischen Zellen nach 




Abb. 4.1.7.2.:  EYFPmem-transfizierte Neurone in Co-Kultur mit Kontroll-Fibroblasten (Durchlichtaufnahmen in A und B) zeigen 
keine grün fluoreszierenden Membranpartikeln nahe der Kontaktstellen auf den Fibroblasten (A’, B’). Die Immunmarkierung  
gegen EphA4 (A’’) und PY99 (B’’) resultierte nur in einer Hintergrundfärbung. Balken:  10 µm in A-A’’’, 20 µm in B-B’’’. 
 





Abb. 4.1.7.3.: Kortikale Neurone geben EphA-Rezeptoren an EphrinA5-transfizierende Fibroblasten ab. Durchlichtaufnahmen 
von Co-Kulturen von EYFPmem-transfizierten Neuronen mit EphrinA5-transfizierten Fibroblasten sind in (A-D) dargestellt. 
(B-B’’’, D-D’’’) zeigt vergrößerte Ausschnitte der Kontaktstellen zwischen Neuronen und Fibroblasten aus (A-A’’’) and (B-B’’’). 
Grün-fluoreszierende Membranpartikel der EYFPmem transfizierten Neurone konnten nahe der Kontaktstellen detektiert werden 
(A‘-D‘). Viele dieser EYFPmem Membranpartikel auf den EphrinA5 transfizierten Fibroblasten zeigten bei Überlagerung eine 
Co-Lokalisation mit anti-EphA4 (A’’’, B’’’) und anti-PY99-Markierungen (C’’’, D’’’). Balken: 20 µm in (A-A‘‘‘) und (C-C‘‘’); 10 µm in 
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4.2. Der Einfluß von EphrinA5 auf die tangentiale M igration 
GABAerger Interneurone in vitro 
 
Der Kortex besteht aus Pyramidenzellen und Interneuronen, wobei letztere in den ganglionischen 
Eminenzen gebildet werden und tangential in den Kortex einwandern (Rakic, 1971, 1974; Misson et 
al., 1991; Anderson et al., 1997; Tamamaki et al., 1997; de Castro et al., 1999; Nadarajah et al., 
2001). Wie im ersten Projekt gezeigt werden konnte, steigert EphrinA5 die Motilität kortikaler Neurone. 
Daraus folgend ergab sich die Fragestellung, ob das EphrinA5 auch bei der tangentialen Migration 
kortikaler Interneurone beteiligt sein könnte. Darüber hinaus zeigen die Eph-Rezeptoren und deren 
Liganden eine ausgeprägte zeitlich und räumlich verschiedene Expression im basalen Telencephalon 
(Niehage et al., 2005), was eine Involvierung dieses Systems bei der Regulation der tangentialen 
Migration vermuten lässt. 
4.2.1. Methoden zur Darstellung und Quantifizierung  migrierender Neurone in vitro 
Um den Einfluß der Ephrine auf die tangentiale Migration näher zu charakterisieren, wurde ein in vitro 
Ansatz gewählt, bei dem die tangentiale Migration kortikaler Interneurone der MGE dargestellt und 
unter Manipulation des Eph/Ephrin Systems durch Zugabe von exogenem EphrinA5-Fc in vitro 
untersucht werden sollte. Aus Literaturangaben war bekannt, dass die kortikalen Interneurone an den 
Embryonaltagen E12,5 bis E14,5 hauptsächlich in der MGE entstehen und von dort dorsal oder 
ventral der striatalen Anlage in den Kortex migrieren (Lavdas et al., 1999; Anderson et al., 2001; Marin 
et al., 2001b). Aus diesem Grund wurden in dem in vitro-Modell E14 Embryonen verwendet und die 
tangentiale Migration von MGE-Neuronen des Embryonaltages 14 auf coronalen Gehirnschnitten 
dargestellt und untersucht. Um migrierende Zellen auf coronalen Schnitten in vitro zu visualisieren, 
wurden zwei verschiedene Methoden gewählt. Zum einen wurden Wolfram-Kugeln mit einem 
kommerziell erhältlichen Cell-Tracker-Farbstoff beschichtet und lokal in die Ventrikularzone und 
oberen Subventrikularzone der medialen ganglionischen Eminenz coronaler Schnitte appliziert, die 
dann für 2 Tage in vitro kultiviert wurden. Dieser Farbstoff wird über die Zellmembran von lebenden 
Zellen aufgenommen. Die Chloromethylgruppen des Farbstoffes bilden mit intrazellulären 
Thiolgruppen ein membranundurchlässiges fluoreszierendes Produkt, wodurch gewährleistet wird, 
dass der Farbstoff nicht auf Nachbarzellen übertragen wird. In Abb. 4.2.1. sind Beispiele für die 
Markierung migrierender Neurone mit Cell-Tracker-Farbstoff auf Wildtyp Schnitten dargestellt. Die 
dunklen Bereiche in der Ventrikularzone (Abb. 4.2.1. B) stellen die applizierten Wolfram-Kugeln dar, 
die vorher mit Cell-Tracker-Farbstoff beschichtet wurden. Eine weitere Methode ist die homotypische 
Transplantation von grün fluoreszierenden Explantaten der Ventrikularzone der medialen 
ganglionischen Eminenz von E14 EGFP-Embryonen auf coronale Schnitte von E14 
Wildtyp-Embryonen. In Abb. 4.2.1. C ist ein Beispiel für die Migration homotopisch transplantierter 
EGFP-MGE Neurone nach 48 h in vitro dargestellt. Beide Methoden ergaben ein sehr ähnliches 
Muster migrierender Zellen. Der Großteil der Neurone wanderte entlang der VZ und oberen SVZ der 
MGE und LGE. Ein geringer Teil der Zellen migrierte in die striatale Anlage. Allerdings unterschieden 
sich die beiden Methoden bezüglich der Dauer und Intensität der Fluoreszenz. Die Fluoreszenz der 
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EGFP-Zellen war deutlich stabiler und intensiver gegenüber der Fluoreszenz des Cell 
Tracker-Farbstoffes. Außerdem war die Morphologie der einzelnen migrierenden EGFP-Zellen 
deutlich besser zu erkennen. Aus diesen Gründen wurde für alle nachfolgenden Experimente die 




Abb. 4.2.1.:  Migrierende Neurone der MGE auf coronalen Schnitten in vitro wurden mit 2 Methoden dargestellt. (A), 
Fotomontage von Fluoreszenzaufnahmen eines coronal geschnittenen Gehirnhemisphäre eines E14 Embryos, bei dem mit 
Cell-Tracker beschichtete Wolframkugeln in die VZ und obere SVZ appliziert wurden. Der Schnitt wurde anschließend für 
2 Tage in vitro kultiviert. (B), Darstellung der Montage von Phasenkontrastaufnahmen der in (A) gezeigten 
Fluoreszenzaufnahme. (C), Fotomontage von Fluoreszenzaufnahmen eines E14 Wildtyp-Schnittes nach homotypischer 




Um das Migrationsmuster der Interneurone aus der MGE im basalen Telencephalon der 
verschiedenen Schnitte nach 48 h in vitro zu quantifizieren, wurde jeder Schnitt vermessen und ein 
bestimmter Bereich relativ zu den Ausmaßen des Schnittes in der LGE ausgewählt, der über die 
gesamte dorsal-ventrale Ausdehnung in 25 Regionen unterteilt wurde (siehe Material und Methoden, 
Abschnitt 3.10.1). Die Region 1 wurde der Ventrikularzone, die Regionen 2 bis 7 der 
Subventrikularzone zugeordnet. Für jede der 25 Regionen wurde die Fluoreszenzintensität ermittelt, 
wobei der höchste gemessene Wert für jeden Schnitt auf 100 % normiert wurde. Die Quantifizierung 
der Migration der EGFP-MGE Transplantationsexperimente nach 48 h in vitro (Abb. 4.2.1.1. A) ergab 
die höchste Fluoreszenzintensität in der Region 1, der Ventrikularzone. Die Fluoreszenzintensitäten 
fielen dann bis zur Region 7 auf 20 % ab (Abb. 4.2.1.1. B; rechts). Ab der Region 11 konnten kaum 
noch Fluoreszenzintensitäten gemessen werden. Die Zellen migrierten somit aus dem Explantat 
entlang der Ventrikular- und Subventrikularzone des Wildtyp-Schnittes in der lateralen ganglionischen 
Eminenz. Die striatale Anlage wurde weitestgehend vermieden.  
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Abb. 4.2.1.1:  Tangential migrierende Neurone aus einem homotopisch transplantiertem Explantat aus der MGE von 
EGFP-Embryonen auf einem Wildtyp Schnitt nach 2 Tagen in vitro wandern entlang der Ventrikular- und Subventrikularzone der 
LGE und vermeiden die striatale Anlage. (A), Rekonstruktion von Fluoreszenzaufnahmen einer coronal geschnitten 
Wildtyp-Gehirnhemispäre (E14) mit einem EGFP Explantat der MGE nach 2 Tagen in vitro. (B), normierte Quantifizierung der 
Fluorenzenintensitäten der Regionen 1 bis 25 der LGE. Balken = 200 µm; n = Anzahl ausgewerteter Schnitte. AEP = Area 




4.2.2. Vergleich der tangentialen Migration kortika ler Interneurone im in vitro-Modells 
mit der Migration in vivo  
Die Alterstufen der verwendeten Gehirne (E14) und das Migrationsmusters der MGE-EGFP Neurone 
in vitro, die hauptsächlich unter Vermeidung der striatalen Anlage Richtung Kortex wandern, legen 
nahe, dass es sich bei den migrierenden EGFP-Neuronen im Wesentlichen um kortikale Interneurone 
handelt. Um dies näher zu charakterisieren, wurde eine in situ-Hybridisierung gegen Lhx6 an den 
coronalen Schnitten mit homotypischer Transplantation nach 48 h in vitro durchgeführt, da bekannt ist, 
dass migrierende kortikale Interneurone aus der MGE das LIM-Homeodomänen-Gen lhx6 exprimieren 
(Lavdas et al., 1999). Das Ergebnis der in situ-Hybridisierung an Schnitten mit 
EGFP-MGE Transplantaten nach 48 h in vitro ergab ein Lhx6-Expressionsmuster (Abb. 4.2.2. C), das 
weitestgehend mit dem Migrationsmuster der EGFP-MGE Neurone übereinstimmt (Abb. 4.2.2. D). 
Dieses Ergebnis unterstützt die Vermutung, dass es sich bei den migrierenden EGFP-MGE Neuronen 
hauptsächlich um kortikale Interneurone handelt.   
 
Um das Migrationsmuster in vitro mit der Migration kortikaler Interneurone in vivo zu vergleichen, 
wurde eine ergänzende in situ-Hybridisierung an frischen coronalen Kryostat-Schnitten von 
E14-Gehirnen durchgeführt. Die Lhx6-Sonde ergab eine deutliche Markierung der basalen MGE bis 
hin zur Ventrikularzone, die allerdings nicht markiert war (Abb. 4.2.2. A). In der LGE sind Zellen 
markiert, die auf zwei Migrationswegen, oberhalb der striatalen Anlage in tiefe Regionen des Kortex 
und unterhalb der striatalen Anlage in superfizielle Schichten des Kortex einwandern. Auch in der LGE 
ist die Ventrikularzone deutlich frei von Lhx6-positiven Zellen (Abb. 4.2.2. A). Diese Daten stehen in 
Übereinstimmung mit Literaturangaben, die von E13,5 bis E17 Lhx6-markierte migrierende Zellen aus 
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der MGE in der subventrikularen Zone und in basalen Schichten der LGE nachweisen konnten 
(Lavdas et al., 1999; Marin et al., 2003b).  
 
Vergleicht man nun die Migration Lhx6-positiver Interneurone in vivo mit der Wanderung der 
MGE-EGFP Neurone in vitro, so sind grundlegende Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede 
festzustellen. Sowohl in vivo  wie auch in vitro migrieren die Neurone aus der MGE über die LGE in 
den Kortex ein. Es konnten dabei keine Zellen beobachtet werden, die aus der MGE in die AEP 
einwandern. Außerdem vermeiden die kortikalen Interneurone den Bereich der striatalen Anlage, was 
ebenfalls in Übereinstimmung mit der Migration in vivo steht (Marin et al., 2003b). Der auffälligste 
Unterschied besteht in der Migration der Interneurone entlang der VZ der MGE und LGE in vitro, eine 
Region, in der in vivo keine migrierenden kortikalen Interneurone beobachtet werden können. In vitro 
Studien anderer Arbeitsgruppen zeigen ebenfalls dieses veränderte Migrationsmuster der 
MGE-Neurone in der VZ (Anderson et al., 2001; Marin et al., 2003b). Dieser Effekt könnte auf 
veränderte Expressionsmuster von Signalmolekülen als in vitro Artefakt zurückzuführen sein. Führt 
man eine in situ Hybridisierung gegen Lhx6 an dicken Schnitten mit EGFP-MGE Transplantaten 
durch, die nur für 2 h in vitro kultiviert wurden (Abb. 4.2.2. B), so erkennt man deutlich, dass die VZ 
nicht gefärbt ist, hingegen die SVZ und basale Schichten der MGE ähnlich der in vivo-Situation. Diese 
Beobachtung lässt den Schluss zu, dass nicht die Präparation selbst die veränderte Migration 
kortikaler Interneurone entlang der VZ bewirkt, sondern die Kultivierung der Schnitte für eine 
bestimmte Zeit in vitro. Das die Markierung in der LGE der Schnitte nach 2 h in vitro ausbleibt, könnte 
an der geringeren Zelldichte Lhx6-positiver Zellen gegenüber der MGE liegen (Abb. 4.2.2. A). An 
dicken Schnitten („whole mounts“) lassen sich einzelne Zellen deutlich schlechter markieren als an 
Kryostatschnitten. Regionen in denen viele Zellen eine Expression der entsprechenden mRNA 
aufweisen, lassen sich hingegen gut nachweisen. Nach 2 h in vitro waren noch keine Zellen aus dem 
EGFP-MGE Explantat in die LGE ausgewandert. Zusätzlich sind vermutlich aufgrund des früheren 
Zeitpunktes der Fixation auch weniger endogene kortikale Interneurone des Wildtyp-Schnittes in der 
LGE vorzufinden als bei den Schnitten nach 48 h in vitro. Somit scheinen bei E14+2 h in vitro zu 
wenig Lhx6-positive Zellen in der LGE lokalisiert zu sein, um sie mit in situ Hybridisierung nachweisen 
zu können.  
 
Zusätzlich zum Einwandern der Interneurone in die VZ in vitro kann ein weiterer Unterschied zur der 
Migration in vivo beobachtet werden. In vitro konnten nur Neurone beobachtet werden, die oberhalb 
der striatalen Anlage migrierten, es konnten keine EGFP-Neurone detektiert werden, die aus der MGE 
unterhalb des sich entwickelnden Striatums auswanderten. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, 
dass die Explantate aus der VZ und oberen SVZ der MGE entnommen und homotypisch in die VZ 
transplantiert wurden. Zellen dieser Region könnten ausschließlich dorsal in den Kortex wandern, 
wohingegen Neurone aus tieferen Schichten der SVZ ventral der striatalen Anlage in den Kortex 
migrieren könnten. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass trotz einiger Unterschiede mit diesem 
in vitro Modell die tangentiale Migration mit ihren wesentlichen Charakteristika dargestellt werden 
kann, weshalb es zur weiteren Untersuchung des Einflusses des Eph/Ephrin Systems  auf die 
tangentiale Migration kortikaler Interneurone in vitro angewendet wurde.  
 




Abb. 4.2.2.:  Vergleich der in situ Hybridisierungen mit einer lhx6-antisense Sonde an (A), Kryostatschnitten (E14) und dicken 
Schnitten nach (B), 2 h in vitro und (C), 48 h in vitro. (D), Fotomontage von Fluoreszenzaufnahmen der coronal geschnittenen 
Gehirnhemisphäre aus (C) vor der in situ Hybridisierung nach 2 Tagen in vitro. Balken = 200 µm. 
 
 
4.2.3. Untersuchung der Expressionsmuster von ausge wählten Eph-Rezeptoren und 
Ephrin-Liganden in vitro 
Die in Abschnitt 4.2.2. dargestellten Untersuchungen haben ergeben, dass sich die migrierenden 
kortikalen Interneurone aus der MGE in vitro teilweise verschieden von der in vivo-Situation verhalten. 
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass möglicherweise Signalmoleküle, die in die Regulierung der 
tangentialen Migration involviert sind, ihre Expressionsmuster in vitro verändern könnten. Da in der 
vorliegenden Arbeit der Einfluss des Eph/Ephrin-Systems auf die tangentiale Migration der 
MGE-Neurone in vitro untersucht werden sollte, wurden die Expressionsmuster relevanter 
Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden nach 2 Tagen in vitro bestimmt. Die Auswahl der 
Eph-Rezeptoren und Ephrin-Liganden, deren Expressionsmuster in vitro untersucht wurde, basierte 
auf Expressionsdaten von Niehage et al., 2005, die als Referenz für die in vivo-Expression verwendet 
wurden. Die Auswertung der Expressionsdaten bezieht sich nur auf das basale Telencephalon.  
 
Vergleicht man das EphA3-Expressionsmuster an dicken Schnitten nach 48 h in vitro mit der in vivo 
Referenz, so stimmen die Expressionsmuster weitestgehend überein. Es ist eine Markierung in der 
Ventrikularzone und der Subventrikularzone der LGE und MGE zu erkennen (Abb. 4.2.3.1. A). Da die 
Expression nicht der Ausdehnung der migrierenden EGFP-MGE Neurone entspricht (Abb. 4.2.3.1. B), 
könnte der EphA3-Rezeptor ein Kandidatenmolekül darstellen, das von Neuronen der VZ und SVZ, 








Abb. 4.2.3.1.:  In situ-Hybridisierung gegen EphA3 an einer coronal geschnittenen Gehirnhemisphäre mit EGFP-MGE 
Transplantat nach 48 h in vitro. (A), Rekonstruktion der Durchlichtaufnahmen der in situ-Hybridisierung. (B) Rekonstruktion von 
Fluoreszenzaufnahmen der migrierenden transplantierten EGFP-MGE Neurone auf einem coronalen Gehirnschnitt nach 48 h 
in vitro vor der in situ-Hybridisierung. Balken = 200 µm. 
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Als nächstes wurde eine EphA4 in situ-Hybridisierung an Gehirnschnitten mit transplantierten 
MGE-Explantaten nach 2h (A) und nach 48 h (B) in vitro durchgeführt, dessen Ergebnis in 
Abb. 4.2.3.2. dargestellt ist. Nach 2 h in vitro erkennt man in der Ventrikularzone, dem Explantat und 
vor allem in der Subventrikularzone der Eminenzen eine Markierung. Die starke Färbung der 
Subventrikularzone und die leichtere Markierung der Ventrikularzone der Eminenzen entsprechen der 
in vivo-Expression von EphA4 (Niehage et al., 2005). Nach 48 h in vitro ergab die EphA4-Markierung 
allerdings ein verändertes Muster. Zusätzlich zur Expression in der Subventrikularzone ist eine starke 
Färbung der Ventrikularzone der LGE zu erkennen. Somit nimmt die EphA4-Rezeptor Expression 
nach 48 h in vitro in der Region deutlich zu, in der die Neurone in vitro migrieren (Abb. 4.2.3.2. B, C). 
Diese Expressionsdaten lassen die Vermutung zu, dass der EphA4 Rezeptor von den migrierenden 










Abb. 4.2.3.2:  In situ-Hybridisierung gegen EphA4 an dicken Schnitten nach (A), 2 h und (B), 48 h in vitro. (A) und (B), 
Durchlichtaufnahmen der in situ-Hybridisierungen. (C), Rekonstruktion von Fluoreszenzaufnahmen der migrierenden 




Der EphA5-Rezeptor stellt einen weiteren Rezeptor dar, der in vitro sein Expressionsmuster 
verändert. Nach 48 h in vitro erkennt man eine deutliche Markierung der VZ und SVZ der MGE, die 
LGE zeigt keine Färbung (Abb. 4.2.3.3. A). Die Referenzdaten geben hingegen eine Markierung der 
VZ der LGE und der SVZ der MGE an. Da eine Färbung der LGE nach 48 h in vitro ausbleibt, ist eine 










Abb. 4.2.3.3.:  In situ-Hybridisierung gegen EphA5 an dicken Schnitten nach 48 h in vitro. (A), Rekonstruktion von 
Durchtlichtaufnahmen der in situ-Hybridisierung gegen EphA5 und (B), Rekonstruktion der Fluoreszenzaufnahmen der 
migrierenden transplantierten EGFP-MGE Neurone nach 48 h in vitro vor der in situ-Hybridisierung. Balken = 200 µm. 
 
Aus den Referenzdaten ist weiterhin bekannt, dass EphrinA5 an den Embryonaltagen E14 und E16 in 
der AEP und der VZ der MGE und der LGE exprimiert ist (Niehage et al., 2005). Um die Expression 
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von EphrinA5 in vitro zu bestimmen, wurden in situ Hybridisierungen an dicken Schnitten nach 2 h und 
nach 48 h in vitro durchgeführt. Die in situ Hybridisierung gegen EphrinA5 an Schnitten nach 2 h 
in vitro ergab ein Expressionsmuster, was mit dem in vivo-Expressionsmuster von EphrinA5 
weitestgehend übereinstimmt. Sowohl im AEP als auch in der VZ der LGE und MGE ist eine 
Markierung zu erkennen (Abb. 4.2.3.4. A). Nach 48 h in vitro allerdings konnte kein EphrinA5-Signal 
mehr in der VZ der LGE und MGE nachgewiesen werden, man erkennt nur noch die Markierung in der 
AEP. Dies könnte daran liegen, dass das die Menge an EphrinA5-mRNA in der VZ der MGE und LGE 
nach 48 h in vitro unter der Nachweisgrenze liegt oder dass EphrinA5 in dieser Region nicht mehr 
exprimiert wird. In jedem Falle ist eine Abnahme des EphrinA5 Signals in der Ventrikularzone der 
MGE und LGE nach 48 h in vitro zu verzeichnen. Da in der AEP noch ein deutliches EphrinA5-Signal 
zu erkennen ist, könnte die Herunterregulation von EphrinA5 regionenspezifisch für die VZ der LGE 
und MGE sein. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das in vitro-Modell eine regionenspezifische 
Veränderung der Expressionmuster einiger untersuchter Vertreter des EphA/EphrinA-Systems 
aufweist. Die Ventrikularzone der MGE und LGE zeigt nach 48 h in vitro eine Reduzierung des 










Abb. 4.2.3.4:  In situ-Hybridisierung gegen EphrinA5 an dicken Schnitten nach (A), 2 h und (B), 48 h in vitro. (A) und (B), 
Durchlichtaufnahmen der in situ-Hybridisierung, (C), Rekonstruktion von Fluoreszenzaufnahmen der migrierenden 
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4.2.4. EphrinA5-Fc hat einen repulsiven Effekt auf die Neurone der ganglionischen 
Eminenzen in vitro 
In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass sich das Migrationsmuster der kortikalen 
Interneurone in vivo von der Migration in vitro auf coronalen Schnitten (E14) hinsichtlich des 
Einwanderns in die Ventrikularzone der ganglionischen Eminenzen unterscheidet. Wie Abb. 4.2.1.1. A 
und B zeigt, migrieren die MGE-Zellen hauptsächlich in der Ventrikular- und oberen 
Subventrikularzone in vitro, wohingegen die Ventrikularzone in vivo freigelassen wird (Abb. 4.2.2. A). 
Betrachtet man die EphrinA5 Expression in vivo, so erhält man ein deutliches Signal in der 
Ventrikularzone der MGE und LGE, der Region die von den migrierenden MGE-Neuronen in vivo 
vermieden wird (Niehage et al., 2005). In vitro wird die Expression von EphrinA5 in der 
Ventrikularzone der LGE und MGE herunterreguliert und die Neurone zeigen eine intensive Migration 
in dieser Region (Abb. 4.2.3.4. A-C). Dies deutet auf einen repulsiven Effekt von EphrinA5 auf die 
migrierenden Zellen in vivo hin.  
 
Um einen möglichen repulsiven Effekt von EphrinA5 auf die Neurone der Eminenzen des basalen 
Telencephalons zu untersuchen, wurden diese analog der Experimente bei kortikalen Neuronen im 
Streifenassay mit alternierenden Streifen aus rekombinanten geclusterten EphrinA5-Fc und 
Kontrollprotein getestet. Dafür wurden dissoziierte Neurone der lateralen und medialen Eminenzen 
von Embryonen des Embryonaltages 14 verwendet. Wie in Abb. 4.2.4. zu erkennen ist, zeigen sowohl 
die Zellen der LGE als auch die der MGE ein präferentielles Wachstum in den Kontrollstreifen (Abb. 
4.2.4. A und B). 69% der Zellen der lateralen ganglionischen Eminenz vermeiden die EphrinA5-Fc 
Streifen. Zellen der medialen ganglionischen Eminenz zeigen zu 60 % ein bevorzugtes Wachstum auf 
den Kontroll-Streifen. Da das verwendete Zellmaterial aus präparationstechnischen Gründen von 
ganzen Eminenzen stammt, konnten differenzielle Antworten verschiedener Subpopulationen von 
Zellen des basalen Telecephalons in diesem Test nicht bestimmt werden. Jedoch kann man sagen, 
dass EphrinA5-Fc einen repulsiven Effekt auf einen Großteil der Zellen der LGE und MGE hat. Analog 
der ausführlichen Untersuchungen der kortikalen Neurone legen die Ergebnisse des Streifenassays 
mit Neuronen der Eminenzen außerdem nahe, dass EphrinA5-Fc auch die Motilität der MGE und 
LGE-Neurone steigert, da die Zellen gleichmäßig auf dem Streifenfeld verteilt aufgebracht wurden und 
























Abb. 4.2.4.:  Die Neurone der LGE und MGE zeigen im Streifenassay ein präferentielles Wachstum in den Kontroll-Streifen. (A), 
Phasenkontrastaufnahme von LGE-Neuronen nach 48 h in vitro auf alternierenden Streifen von EphrinA5-Fc und Kontrollprotein 
(links) und die Quantifizierung der Verteilung der LGE-Neurone im Streifenassay (rechts). (B), Phasenkontrastaufnahme von 
MGE-Neuronen nach 48 h in vitro auf alternierenden Streifen von EphrinA5-Fc und Kontrollprotein (links) und die 
Quantifizierung der Verteilung der MGE-Neurone im Streifenassay (rechts). Balken = 100 µm; n =  Anzahl der Zellen.  
 
 
4.2.5. Der Einfluß von EphrinA5-Fc auf die tangenti ale Migration in vitro 
Wie im Streifenassay gezeigt werden konnte, hat EphrinA5 einen repulsiven und 
Motilitäts-steigernden Effekt auf einen Großteil der Zellen der MGE und LGE. Außerdem wurde 
dargelegt, dass EphrinA5 in der Ventrikularzone der MGE und LGE nach 48 h in vitro nicht mehr 
nachweisbar war und dass die meisten kortikalen Interneurone in vitro in der Ventrikularzone 
migrierten. Somit liegt die Vermutung nahe, dass EphrinA5 an der Regulation der tangentialen 
Migration ausdifferenzierter kortikaler Interneurone beteiligt sein könnte. Um dies zu untersuchen, 
sollte versucht werden durch exogenes EphrinA5-Fc die in vivo Expression in der Ventrikularzone zu 
rekonstruieren. Die Ergebnisse der in situ-Hybridisierungen deuten darauf hin, dass EphA3 auf den 
Zellen der Ventrikularzone und oberen Subventrikularzone exprimiert ist. Bindungsstudien ergaben, 
dass EphrinA5 mit der höchsten Bindungsaffinität an den EphA3-Rezeptor bindet (Monschau et al., 
1997; Flanagan et al., 1998). Da EphrinA5-Fc als Oligomer vorliegt und im Überschuß zugegeben 
wurde, besteht die Möglichkeit, dass nur ein Teil der Epitope der oligomeren EphrinA5-Fc Proteine an 
die EphA3-Rezeptoren binden und es noch freie Bindungsstellen gibt, die dann an die 
EphA4-Rezeptoren der migrierenden Neurone aktivieren könnten.  
 
Um zu überprüfen, ob EphrinA5-Fc lokal an die Zellen der Ventrikularzone in vitro bindet, wurden 
coronale Schnitte 2 Tage in vitro mit 5 µg/ml EphrinA5-Fc im Medium kultiviert und anschließend eine 
immunhistochemische Färbung mit einem mit alkalischer Phosphatase gekoppelten anti-Mensch-IgG 
Antikörper gegen den Fc-Teil des rekombinanten EphrinA5-Fc Proteins durchgeführt. Wie in 
Abbildung 4.2.5. zu erkennen ist, zeigt die Markierung die höchste Intensität in der Ventrikularzone der 
LGE und MGE. Weiterhin sind auch einzelne gefärbte Zellen in der Subventrikularzone der LGE und 
MGE, als auch im Kortex zu erkennen. In der AEP ist keine Färbung zu erkennen. Somit bindet 
EphrinA5-Fc, neben einzelnen Zellen in der Subventrikularzone der Eminenzen und im Kortex, 






























































































































Abb. 4.2.5.:  Die Bindungsstelle von EphrinA5-Fc an Schnittkulturen in vitro nach immunhistochemischer Markierung mit einem 
alkalische Phosphatase-gekoppelten anti-Mensch IgG Antikörper. (A), Rekonstruktion der Durchlichtaufnahmen eines Schnittes 
nach 48 h in vitro zeigt eine deutliche Markierung der VZ der ganglionischen Eminenzen. Außerdem sind in der SVZ von MGE 
und LGE und in basalen Regionen einzelne Zellen angefärbt. (B), vergrößerte Darstellung des gelb markierten Abschnittes in 




Nun sollte der Einfluss von EphrinA5-Fc in der Ventrikularzone auf die Migration von 
EGFP-Interneuronen der MGE untersucht werden. Dazu wurde das Transplantationsexperiment 
entsprechend dem Bindungsassay mit 5 µg/ml EphrinA5-Fc im Medium für 2 Tage in vitro 
durchgeführt. Wie in Abb. 4.2.5.1. A deutlich zu erkennen ist, vermeiden die Neurone die 
Ventrikularzone mit dem dort vorhandenen EphrinA5-Fc. Die Quantifizierung ergab eine mittlere 
Fluoreszenzintensität von nur 1,3 % in der Region 1. Ein Großteil der Neurone migriert in der SVZ 
(Region 2-7) und in tieferen Regionen (Abb. 4.2.5.1. B). In Abbildung 4.2.5.2. ist ein direkter Vergleich 
der gemessenen Fluoreszenzintensitäten der lateralen ganglionischen Eminenz der Kontrollversuche 
und nach Zugabe von EphrinA5-Fc im Medium dargestellt. Die Intensitätsunterschiede der Region 1 
sind signifikant unterschiedlich (student t-test). Während in den Kontrollversuchen die 
Fluoreszenzintensität 100 % beträgt, so ist nach Zugabe von EphrinA5-Fc fast keine Fluoreszenz in 
der Region 1 nachweisbar, was das die stark reduzierte Anzahl migrierender EGFP-Neurone in der 
Ventrikularzone repräsentiert. Weiterhin konnten signifikante Unterschiede in den Regionen 4-10 
nachgewiesen werden (Abb. 4.2.4.3.; student t-test). Liegt die relative Fluoreszenzintensität der 
Kontrollversuche im Mittel bei 30 % (Region 4-6) oder weniger (7-10), so liegt die 
Fluoreszenzintensität der entsprechenden Regionen nach EphrinA5-Fc Applikation bei über 60 %, 












Abb. 4.2.5.1.:  Tangential migrierende Neurone aus einem homotypisch transplantiertem Explantat aus der MGE von 
EGFP-Embryonen auf einem Wildtyp Schnitt nach 2 Tagen in vitro vermeiden nach Zugabe von rekombinantem EphrinA5-Fc 
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die Ventrikularzone und migrieren ungeordnet in der Subventrikularzone der LGE und in tieferen Regionen. (A), Rekonstruktion 
von Fluoreszenzaufnahmen eines coronalen Wildtyp-Schnittes (E14) mit einem EGFP Explantat der MGE mit EphrinA5-Fc im 
Medium nach 2 Tagen in vitro. (B), normierte Quantifizierung der Fluorenszenzintensitäten der Regionen 1 bis 25 der LGE. 
Balken = 200 µm; n = Anzahl ausgewerteter Schnitte. AEP = Area Entopedunculare; MGE = mediale ganglionische Eminenz; 
















Abb. 4.2.5.2.:  Vergleich der normierten Quantifizierung der Fluoreszenzintensitäten der Regionen 1 bis 25 nach Zugabe von 
EphrinA5-Fc mit der Kontrolle. Die Fluoreszenzintensität der Region 1 ist nach Zugabe von EphrinA5-Fc im Medium signifikant 
reduziert. In den Regionen 4 bis 10 sind die Fluoreszenzintensitäten nach EphrinA5-Fc Zugabe wiederum signifikant erhöht 




Time-lapse Aufnahmen migrierender EGFP-MGE Neurone auf coronalen Schnitten unterstützen diese 
Ergebnisse. Die Abbildung 4.2.5.3. zeigt Ausschnitte aus Time-lapse Sequenzen aus einem 
Kontrollversuch (Abb. 4.2.5.3. A; linke Spalte) und nach Zugabe von 5 µg/ml EphrinA5-Fc 
(Abb. 4.2.5.3. B; rechte Spalte). In den oberen Skizzen sind jeweils die Lokalisationen der gescannten 
Bereiche in den coronalen Schnitten dargestellt. Die Aufnahmen beginnen nach 24 h in vitro (Start). 
Im Zusatzmaterial sind die Originalaufnahmen auf CD enthalten (Abschnitt 8.3., Film 7 und 8). Im 
Kontrollversuch ist zu erkennen, dass die EGFP-Neurone entlang der Ventrikularzone und 
Subventrikularzone in der LGE migrieren (Abb. 4.2.5.3. A). Die Ventrikularzone der LGE wird nach 
EphrinA5-Fc Zugabe (Abb. 4.2.5.3. B)  hingegen deutlich vermieden. Bereits kurz nach dem 
Auswandern der Neurone aus dem Explantat in der MGE, migrieren die Zellen in der 
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Abb. 4.2.5.3.:  Time-Lapse Aufnahmen von migrierenden EGFP-MGE Neuronen auf Wildtyp-Schnitten in vitro. Die Aufnahmen 
beginnen nach 24 h in vitro. Die oberen Skizzen zeigen die Lokalisationen der Aufnahmebereiche in den coronalen Schnitten. 
(A), im Kontrollversuch migrieren die EGFP-Neurone entlang der VZ und SVZ in der LGE. (B), Nach Zugabe von EphrinA5-Fc 
vermeiden die EGFP-Neurone die VZ. AEP = Area Entopedunculare; MGE = mediale ganglionische Eminenz; LGE = laterale 




In Abb. 4.2.5.4. sind Ausschnitte der Ventrikularzone lateral der Explantate aus den in Abb. 4.2.5.3. 
dargestellten Time-lapse Sequenzen vergrößert abgebildet. Das weiße Rechteck in den jeweils 
oberen Skizzen in Abb. 4.2.5.4. markiert die vergrößert dargestellte Region im Schnitt. Im 
Kontrollversuch (Abb. 4.2.5.4. A, linke Spalte) ist eine dichte Migration der Zellen in der 
Ventrikularzone zu erkennen. Nach EphrinA5-Fc Zugabe (Abb. 4.2.5.4. B, rechte Spalte) verlassen die 
EGFP Neurone schon unmittelbar nach dem Austreten aus dem Explantat die Ventrikularzone des 
Wildtyp-Schnittes. Der weiße Pfeil markiert eine Zelle, die nach Auswandern aus dem Explantat in der 
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Ventrikularzone des Wildtyp-Schnittes migriert, dann nach ventral in die Subventrikularzone wandert 
und dabei eine Bifurkation ihres leading-Fortsatzes aufweist. Eine Bifurkation wurde bereits bei 
migrierenden kortikalen Interneuronen beobachtet, sobald diese die Intermediärzone des Kortex 
erreichen, was als aktives Suchen nach Signalmolekülen interpretiert wurde (Nadarajah et al., 2003). 
Diese Aufnahmen deuten darauf hin, dass die auswandernden Neurone auf ein repulsives Signal in 




Abb. 4.2.5.4.: Vergrößerte Darstellung der Ventrikularzonen lateral der Explantate aus Time-Lapse Aufnahmen von 
migrierenden EGFP-Neuronen auf Wildtyp-Slices in vitro aus 4.2.5.3.. In den oberen Skizzen ist die Lokalisation der 
dargestellten Vergrößerungen im Schnitt mit einem weißen Rechteck markiert. Beginn der Aufnahmen ist nach 24 h in vitro. (A), 
im Kontrollversuch zeigen die EGFP-Neurone eine dichte Migration entlang der VZ. (B), Nach Zugabe von EphrinA5-Fc 
vermeiden die EGFP-Neurone die VZ bereits kurz nach Austreten aus dem Explantat. Der weiße Pfeil markiert eine Zelle, die 
nach Bifukation des leading-Fortsatzes einen Richtungswechsel aus der VZ heraus aufweist. AEP = Area Entopedunculare; 
MGE = mediale ganglionische Eminenz; LGE = laterale ganglionische Eminenz; Ctx = Kortex; Str = striatale Anlage. 




Die dargestellten Versuche konnten zeigen, dass exogenes oligomeres EphrinA5-Fc hauptsächlich an 
die Zellen der Ventrikularzone bindet und dass die migrierenden EGFP-MGE Neurone infolgedessen 
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diese Region vermeiden. Dieser Effekt scheint darauf zu basieren, dass ein Teil der gebundenen 
oligomeren oder multimeren EphrinA5-Fc Moleküle an die Rezeptoren der Ventrikularzone binden, die 
gebundenen EphrinA5-Fc Cluster aber zusätzlich noch über freie Bindungsstellen verfügen, die die 
Rezeptoren der migrierenden Neurone aktivieren und somit eine repulsive Wirkung auf die 
MGE-EGFP Neurone haben könnten. Laut Datenblatt liegt das rekominante Protein aufgrund von 
Disulfidbrückenbindungen der Fc-Teile als Dimer vor. Darüberhinaus wurde allerdings beschrieben, 
dass die extrazelluläre Domänen der Ephrine homophile Interaktionstellen besitzen, wodurch das 
rekombinante EphrinA5-Fc einen noch höheren Grad der Clusterung erreichen kann (Davis et al., 
1994; Himanen et al., 2003). Vorversuche mit geclusterem EphrinA5-Fc unter Verwendung eines 
anti-IgG Antikörpers ergaben das gleiche Migrationsmuster wie nach Zugabe von EphrinA5-Fc (Daten 
nicht gezeigt), weshalb alle weiteren Versuche ohne zusätzliche Clusterung durch einen Antikörper 
durchgeführt wurden. Diese Beobachtungen stimmen mit der Annahme überein, dass das 
rekombinante EphrinA5-Fc als Multimer vorliegt.  
 
 
4.2.6. Das Vermeiden der Ventrikularzone nach Ephri nA5 Zugabe in vitro ist abhängig 
vom Grad der Clusterung 
Um eine Abhängigkeit des Vermeidens der Ventrikularzone der MGE-Neurone vom Grad der 
Clusterung des EphrinA5-Fc Proteins zu untersuchen, wurde die IgG-Sequenz von der extrazellulären 
EphrinA5-Domäne unter Verwendung des Coagulationsfaktor Xa abgespalten. Die abgespaltenen 
EphrinA5-Domänen könnten somit lediglich über homophile Interaktionen Dimere ausbilden (Davis et 
al., 1994; Himanen et al., 2003). Der Coagulationsfaktor Xa spaltet nur eine spezifische 
Peptidsequenz, die als Peptidlinker ausschließlich zwischen der extrazellulären Domäne von 
EphrinA5 und dem Fc-Teil vorlag. Die Fc-Abspaltung wurde mit SDS-PAGE kontrolliert und ergab wie 
erwartet nur zwei Spaltprodukte für EphrinA5 und den IgG-Teil (siehe Material und Methoden). Da 
unter Verwendung der äußerst sensitiven Silberfärbung neben den beiden Spaltprodukten keine 
weiteren Degradationen im Proteingel sichtbar waren, kann man davon ausgehen, dass die 
Rezeptorbindestelle der extrazellulären EphrinA5 Domäne intakt geblieben ist. Demzufolge sollte das 
EphrinA5-Spaltprodukt im Schnitt an die gleichen Regionen binden, wie das rekombinante 
EphrinA5-Fc Ausgangsprodukt. Ein immunhistochemischer Nachweis der Bindungsstellen des 
EphrinA5-Spaltproduktes war leider nicht möglich, da kein funktionierender Antikörper für humanes 
EphrinA5 erhältlich war.  
 
Die Behandlung coronaler Schnitte mit 5 µg/ml der Spaltprodukte des verdauten EphrinA5-Fc im 
Medium führte dazu, dass die meisten Neurone nach 2 Tagen in vitro ähnlich den Kontrollversuchen 
wieder in der Ventrikularzone migrierten (Abb. 4.2.6. A und B). Die Fluoreszenzintensität der Region 1 
betrug fast 90 %. In Abbildung 4.2.6.1. ist ein direkter Vergleich der gemessenen 
Fluoreszenzintensitäten der Kontrolle und nach Zugabe des verdauten EphrinA5-Fc dargestellt. Die 
normierte Fluoreszenzintensität in der Region 1 erreicht fast wieder das Kontrollniveau. Vergleicht 
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man die Fluoreszenzintensitäten der migrierenden Zellen nach Zugabe des gespaltenen EphrinA5-Fc 
Proteins mit den Fluoreszenzintensitäten nach Behandlung mit dem rekombinanten EphrinA5-Fc 
Ausgangsprodukt (Abb. 4.2.6.2.), so liegt der wesentliche Unterschied im Vermeiden der 
Ventrikularzone. Somit kann mit geringer geclustertem EphrinA5 die in vivo Situation bezüglich des 
Freilassens der Ventrikularzone nicht rekonstruiert werden. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, 
dass aufgrund des geringeren Grades der Clusterung weniger EphrinA5-Moleküle mit den 
EphrinA5-Domänen assoziiert sind, die an die Rezeptoren der Ventrikularzone binden und somit 
weniger freie EphrinA5-Epitope für die Aktivierung der Rezeptoren der migrierenden Zellen in dieser 
Region vorhanden sind. Der geringere Grad der Clusterung führt außerdem dazu, dass bei gleicher 
Ausgangskonzentration die Konzentration von freiem, nicht in der Ventrikularzone gebundenem 
EphrinA5 erhöht wird, da weniger Moleküle mit den EphrinA5-Fc Moleküle assoziiert sind, die mit den 
Rezeptoren der Ventrikularzone interagieren. Die gesteigerte Konzentration von freiem EphrinA5 
könnte wiederum dazuführen, dass vermehrt EphrinA5 an die Rezeptoren der migrierenden Zellen 














Abb. 4.2.6.:  Tangential migrierende Neurone aus einem homotypisch transplantiertem Explantat aus dem MGE von 
EGFP-Embryonen auf einem Wildtyp-Schnitt nach 2 Tagen in vitro nach Zugabe der Spaltprodukte von EphrinA5-Fc. Das durch 
EphrinA5-Fc induzierte Vermeiden der VZ kann nicht durch geringer geclustertes EphrinA5 erreicht werden, die Neurone 
wandern ähnlich der Kontrolle auch in der VZ. (A), Rekonstruktion von Fluoreszenzaufnahmen eines coronalen 
Wildtyp-Schnittes (E14) mit einem EGFP Explantat der MGE mit verdautem EphrinA5-Fc im Medium nach 2 Tagen in vitro. (B), 
normierte Quantifizierung der Fluoreszenzintensitäten der Regionen 1 bis 25 des LGE. AEP = Area Entopedunculare; 
MGE = mediale ganglionische Eminenz; LGE = laterale ganglionische Eminenz; Ctx = Kortex; Str = striatale Anlage. 
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Abb. 4.2.6.1.:  Vergleich der normierten Quantifizierungen der Fluoreszenzintensitäten der Regionen 1 bis 25 der LGE nach 
Zugabe der Spaltprodukte von EphrinA5-Fc nach Behandlung mit dem Coagulationsfaktor Xa mit der Kontrolle. Die 
















Abb. 4.2.6.2.:  Vergleich der normierten Quantifizierungen der Fluoreszenzintensitäten der Regionen 1 bis 25 der LGE nach 
Zugabe des verdauten EphrinA5-Fc Proteins mit den Fluoreszenzintensitäten nach Zugabe des rekombinanten EphrinA5-Fc 




4.2.7. Das EphA-vermittelte Vermeiden der VZ der LG E in vitro ist abhängig von der 
Aktivität der SFKs 
Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Rekonstruktion der in vivo Situation 
durch Zugabe von EphrinA5-Fc von dessen Grad der Clusterung abhängig ist. Als nächstes sollte der 
Signaltransduktionsweg näher charakterisiert werden, der die EphA-vermittelte Repulsion der 
migrierenden MGE-Neurone aus der Ventrikularzone bewirkt. Dazu wurde, in Anlehnung an die 
Untersuchungen der Effekte von EphrinA5 auf kortikale Neurone, der SFK-Inhibitor PP2 im 
Transplantationsexperiment eingesetzt, um die SFK-vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung der 
EphA Rezeptoren pharmakologisch zu blockieren. Da bekannt ist, dass SFKs in die Migration von 
Zellen involviert sind (Klinghoffer et al., 1999), sollte zunächst der Effekt von PP2 unabhängig von 
EphrinA5-Fc auf die tangentiale Migration der MGE-EGFP Neurone in vitro als ein Kontrollexperiment 
untersucht werden. Dazu wurden die Schnitte für 2 Tage mit 5 µM PP2 im Medium kultiviert. Wie in 
den Abbildungen 4.2.7. und 4.2.7.1. dargestellt, migrieren die Neurone nach Blockierung der SFKs 
ähnlich wie in der Kontrolle in der VZ und SVZ. Die Fluoreszenzintensität der Region 1 liegt bei über 
90 %. Es konnte lediglich eine leichte Ausdehnung des Migrationsmusters in tiefere Regionen der 
LGE beobachtet werden, die statistisch jedoch nicht signifikant war (Abb. 4.2.7.1.). Somit führt die 
Blockierung der SFKs durch die Behandlung mit 5 µM PP2 nicht zu einer signifikanten Veränderung 
des Migrationsverhaltens der EGFP-MGE Neurone in vitro. 
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Abb. 4.2.7.:  Tangential migrierende Neurone aus einem homotypisch transplantiertem Explantat aus der MGE von  
EGFP-Embryonen auf einem Wildtyp Schnitt nach 2 Tagen in vitro nach Zugabe von PP2. Die Zellen wandern in der VZ und 
SVZ. (A), Rekonstruktion von Fluoreszenzaufnahmen eines coronalen Wildtyp-Schnittes (E14) mit einem EGFP Explantat der 
MGE  mit PP2 im Medium nach 2 Tagen in vitro. (B), normierte Quantifizierung der Fluorenzenintensitäten der Regionen 
1 bis 25 der LGE. AEP = Area Entopedunculare; MGE = mediale ganglionische Eminenz; LGE = laterale ganglionische 














Abb. 4.2.7.1.:  Vergleich der normierten Quantifizierungen der Fluoreszenzintensitäten der Regionen 1 bis 25 der LGE nach 




Um die SFK-Abhängigkeit der EphrinA5-Fc induzierten Repulsion der kortikalen Interneurone aus der 
Ventrikularzone der coronalen Schnitten in vitro zu untersuchen, wurde EphrinA5-Fc zusammen mit 
5 µM PP2 für 2 Tage in das Medium appliziert. Das Ergebnis der Migration der MGE-Neurone ist in 
Abb. 4.2.7.2. dargestellt. Durch die Blockierung der SFK-Aktivität kann EphrinA5-Fc keine Repulsion 
der migrierenden Zellen aus der Ventrikularzone mehr auslösen. Die Migration der Neurone dehnte 
sich zwar in alle Regionen der LGE aus, jedoch wurde die höchste Fluoreszenzintensität von über 
80 % in der Region 1 gemessen werden (Abb. 4.2.7.2. B; Abb. 4.2.7.4. A). Um das Einwandern der 
Neurone in die Ventrikularzone der LGE nach Zugabe von EphrinA5-Fc zusammen mit PP2 noch 
deutlicher darzustellen, wurde nach 2 Tagen in vitro eine Immunfärbung mit einem 
anti-Mensch IgG-Alexa568 Antikörper durchgeführt, der die Bindungsstelle von EphrinA5-Fc in der 
Ventrikularzone markiert (Abb.4.2.7.3.). Das weiße Kästchen in Abb. 4.2.7.3. A markiert den in 
; n = 5 Kontrolle
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Abb. 4.2.7.3. B heraus vergrößerten Bereich, in dem die Bindungsstelle des EphrinA5-Fc mit rot 
markiert, und die EGFP-Neurone in grün überlagert dargestellt sind. Der direkte Vergleich der 
Fluoreszenzintensitäten nach Zugabe von EphrinA5-Fc mit PP2 mit der Kontrolle zeigt darüber hinaus 
deutlich, dass sich die Fluoreszenzintensitäten in den Regionen 1 bis 5 kaum unterscheiden Abb. 
4.2.7.4. A). Somit ist das EphA-vermittelte Vermeiden der Ventrikularzone nach EphrinA5-Fc 




















Abb. 4.2.7.2.:  Tangential migrierende Neurone aus einem homotypisch transplantiertem Explantat aus der MGE von 
EGFP-Embryonen auf einem Wildtyp Schnitt nach 2 Tagen in vitro nach Zugabe von EphrinA5-Fc zusammen mit PP2. Nach 
SFK-Inhibition migrieren die Neurone wieder in der VZ. (A), Rekonstruktion von Fluoreszenzaufnahmen eines coronalen 
Wildtyp-Schnittes (E14) mit einem EGFP Explantat der MGE  mit EphrinA5-Fc und PP2 im Medium nach 2 Tagen in vitro. (B), 
normierte Quantifizierung der Fluorenzenintensitäten  der Regionen 1 bis 25 der LGE. AEP = Area Entopedunculare; 
MGE = mediale ganglionische Eminenz; LGE = laterale ganglionische Eminenz; Ctx = Kortex; Str = striatale Anlage. 











Abb. 4.2.7.3.:  (A), Tangential migrierende Neurone aus einem homotypisch transplantiertem Explantat aus dem MGE von 
EGFP-Embryonen auf einem Wildtyp Schnitt nach 2 Tagen in vitro nach Zugabe von EphrinA5-Fc zusammen mit PP2. Das 
weiße Kästchen markiert den in (B) heraus vergrößerten Bereich, in dem zusätzlich eine Immunmarkierung gegen den Fc-Teil 




In Abb. 4.2.7.4. B sind die Fluoreszenzintensitäten nach Zugabe von EphrinA5-Fc und nach 
Applikation von EphrinA5-Fc zusammen mit PP2 im Vergleich dargestellt. Die Fluoreszenintensitäten 
der Region 1 und 2 zeigen eine signifikante Steigerung nach Inhibition der SFKs, was verdeutlicht, 
dass die  durch EphrinA5 ausgelöste Repulsion über SFKs vermittelt wird.  Vergleicht man die 
Quantifizierung der Fluoreszenzintensitäten der LGE nach Zugabe von EphrinA5-Fc, dass zuvor mit 
dem Coagulationsfaktor Xa gespalten wurde mit den Daten, die nach Behandlung mit EphrinA5-Fc 
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zusammen mit PP2 erhalten wurden, so stimmen diese weitestgehend überein (Abb. 4.2.7.4. C). In 

































Abb. 4.2.7.4. A-C:  Vergleich der normierten Quantifizierungen der Fluoreszenzintensitäten der Regionen 1 bis 25 der LGE nach 
(A), Zugabe von EphrinA5-Fc und PP2 mit der Kontrolle; (B), Zugabe von EphrinA5-Fc mit den Fluoreszenzintensitäten nach 
Applikation von EphrinA5-Fc mit PP2 und (C), nach Zugabe von EphrinA5 nach Abspaltung des Fc-Teiles mit  den 
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Eine Zusammenfassung der Migrationsmuster unter den verschiedenen Bedingungen ist in 
Abb. 4.2.7.7. dargestellt. Die Zugabe von rekombinantem EphrinA5-Fc resultierte in einer starken 
Bindung des Proteins in der Ventrikularzone. Dies führte zum Vermeiden der Ventrikularzone durch 
migrierende kortikale Interneurone, was sich quantitativ mit einer signifikanten Reduzierung der 
Fluoreszenzintensität der Region 1 beschreiben lässt (Abb. 4.2.7.7. A und B). Die Repulsion der 
Neurone aus der Ventrikularzone entspricht der in vivo Situation, die sich außerdem durch eine 
Expression von EphrinA5 in der Ventrikularzone auszeichnet. Somit kann die in vivo Situation durch 
Zugabe von EphrinA5-Fc rekonstruiert werden, wobei der Grad der Clusterung des Proteins 
entscheidend ist. Die Behandlung mit gering geclustertem EphrinA5 durch Abspaltung der 
Fc-Sequenz führt nicht zum Vermeiden in der Ventrikularzone durch EGFP-MGE Neurone in vitro. Die 
vorliegenden Daten deuten des Weiteren darauf hin, dass die EphrinA5-Fc induzierte Repulsion der 




Abb. 4.2.7.7.:  (A), Zusammenfassung der Quantifizierungen der gemessenen Fluoreszenzintensitäten der LGE unter den 
verschiedenen Bedingungen. (B), Vergleich der Fluoreszenzintensitäten der Region 1.  
 
 
4.2.8. Die Rolle des Eph/Ephrin System bei der Verm eidung der striatalen Anlage 
Eine entscheidende Übereinstimmung der Migration im in vitro-Modell mit der tangentialen Migration 
in vivo besteht darin, dass die kortikalen Interneurone unter Kontrollbedingungen nicht in die Region 
der striatalen Anlage einwandern. Bisher ist bekannt, dass das Semaphorin/Neuropilin System bei der 
Vermeidung der striatalen Anlage durch kortikale Interneurone beteiligt ist (Marin et al., 2001b). Da 
nach Zugabe von EphrinA5-Fc (Abb. 4.2.5.1.; Abb. 4.2.5.2.) als auch EphrinA5-Fc zusammen mit PP2 
(Abb. 4.2.7.2.; Abb. 4.2.7.4.; Abb. 4.2.7.5.) eine deutliche Ausdehnung der migrierenden Zellen in 
tiefere Regionen und somit auch in die striatale Anlage zu verzeichnen ist, liegt die Vermutung nahe, 
dass auch das Eph/Ephrin Systems an der Begrenzung permissiver Korridore für kortikale 
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Vergleich der Fluoreszenzintensität der 













Interneurone bezüglich der Vermeidung der striatalen Anlage beteiligt ist. Um das Einwandern der 
Zellen in die striatale Anlage quantitativ zu erfassen, wurden die Fluoreszenzintensitäten der 
Regionen 8 bis 13 zusammengefasst und statistisch verglichen, was eine signifikante Erhöhung der 
Fluoreszenzintensitäten nach EphrinA5-Fc Applikation und nach Zugabe von EphrinA5-Fc mit PP2 
gegenüber der Kontrolle ergab (Abb. 4.2.8.). Da nach Inaktivierung der SFKs bei gleichzeitiger 
Zugabe von EphrinA5-Fc der gleiche Effekt bei der veränderten Migration in die striatale Anlage erzielt 
wurde wie nach Zugabe von EphrinA5-Fc ohne Inhibitor, so scheint dass durch EphrinA5-Fc 
induzierte Einwandern der kortikalen Neurone nicht auf eine SFK-vermittelte Aktivierung endogener 
Eph-Rezeptoren zurückzuführen sein.  
 
Die Behandlung der Kulturen mit enzymatisch gespaltenem EphrinA5-Fc resultierten, ähnlich wie nach 
Zugabe von PP2, im Vergleich mit der Kontrolle in einem Trend zur Ausdehnung der Migration in 
tiefere Regionen, die aber sowohl in den Einzelvergleichen (Abb. 4.2.6., Abb. 4.2.6.1., Abb. 4.2.7., 
Abb. 4.2.7.1.) als auch nach Zusammenfassung der Fluoreszenzintensitäten der Regionen 8 bis 13 
(Abb. 4.2.7.) keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle zeigten. Dies könnte auf die geringere 
Anzahl durchgeführter Experimente und des damit verbundenen erhöhten Standartfehlers 
zurückzuführen sein. Ergänzende und weiterführende Experimente sind erforderlich, um den Einfluß 
des Eph/Ephrin-Systems bei der Begrenzung permissiver Korridore im basalen Telencephalon und 

















Abb. 4.2.8.:  Zusammenfassung der Quantifizierungen der gemessenen Fluoreszenzintensitäten in der striatalen Anlage 
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5. Diskussion 
In der Literatur wurde EphrinA5 als ein Signalmolekül beschrieben, welches hauptsächlich durch 
repulsive Interaktionen an der Regulation von unterschiedlichen Entwicklungsvorgängen im 
Nervensystem beteiligt ist (Flanagan et al., 1998; Kullander et al., 2002; Klein, 2004; Knoll et al., 
2004). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von EphrinA5 auf die kortikale Entwicklung und 
auf die Migration kortikaler Interneurone der MGE näher untersucht. Im ersten Projekt wurde gezeigt, 
dass EphrinA5 verschiedene Effekte auf embryonale kortikale Neurone in vitro haben kann. Als 
homogenes Substrat steigert EphrinA5 SFK-abhängig die Motilität und Aggregation der Neurone. Die 
wichtige Rolle der SFKs im downstream signaling der EphA-Rezeptoren wird besonders im 
Steifenassay deutlich, bei dem die EphrinA5 ausgelöste Repulsion nach Inhibierung der SFK-Aktivität 
in Adhäsion konvertiert wird. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die durch EphrinA5-Fc induzierten 
repulsiven Effekte von einer Abgabe von Membranpartikeln mit aktivierten EphA-Rezeptoren begleitet 
werden. Dieses „membrane-ribbing“ wird zumindest zum Teil durch SFK vermittelt und stellt einen 
weiteren Mechanismus dar, um repulsive Interaktionen nach hoch affiner 
Eph-Rezeptor/Ephrin-Liganden Bindung zu ermöglichen.  
 
Im zweiten Projekt wurde der Einfluss von EphrinA5 auf die tangentiale Migration von 
EGFP-MGE Neuronen in vitro auf coronalen Schnitten untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass sich 
das Migrationsmuster von MGE-Neuronen sowie das Epressionsmuster einiger Ephrine und 
Rezeptoren in vitro im Vergleich zur in vivo-Situation veränderte. EphrinA5 ist in vivo in der VZ der 
MGE und LGE exprimiert, der Region, welche die migrierenden kortikalen Interneurone in vivo 
vermeiden. Nach 48 h in vitro ist in dieser Region kein EphrinA5 mehr nachweisbar und die Neurone 
migrieren in der Ventrikularzone. Durch Applikation von exogenem EphrinA5-Fc konnte die in vivo 
Situation rekonstruiert werden, da EphrinA5-Fc hauptsächlich lokal an die Zellen der Ventrikularzone 
bindet und zu einer SFK-abhängigen Vermeidung der Ventrikularzone durch kortikale Interneurone 
führte. Im Streifenassay konnte ebenfalls ein repulsiver Effekt von EphrinA5 auf die Neurone der LGE 
und MGE beobachtet werden. Überträgt man diese Ergebnisse auf die in vivo-Situation, so legen 
diese nahe, dass EphrinA5 an dem Auswandern der neugeborenen migrierenden Zellen aus der 
Ventrikularzone und an der Begrenzung  des permissiven Korridors für tangential migrierende 
kortikale Interneurone beteiligt ist.  
 
5.1. Die Rolle von Ephrinen und Eph-Rezeptoren bei 
Zell-Zell-Aggregation, Zell-ECM-Interaktionen und M igration  
Zelladhäsionsmoleküle sind integrale Membranproteine, die entweder Zell-Zell-Interaktionen 
(Cadherine, Immunglobulin Superfamilie oder N-CAMs für nerve cell adhesion molecule) oder 
Zell-ECM-Interaktionen (Integrine) durch homophile oder heterophile Bindungen vermitteln. 
Zell-Zell-Interaktionen, die zum Zusammenschluss von gleichartigen Zellen zu einem Zellverband 
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führen, bezeichnet man als Aggregation. Aggregation wird durch Zell-Zell-Adhäsionsmoleküle 
(Cadherine, N-CAMs) vermittelt und bildet die Grundlage für die Ausbildung gleichartiger Gewebe. Als 
Adhäsion wurden in dieser Arbeit die Zell-Substrat-Interaktionen bezeichnet, die wichtig für die 
Motilität einer Zelle und somit deren Migration ist. Zellmotilität bezeichnet wortwörtlich das 
Bewegungvermögen (lat. „motion“: Bewegung), Zellmigration die eigentliche Fortbewegung oder das 
Wandern von Zellen. Beide Prozesse beruhen auf der gerichteten Aktinpolymerisierung in 
Bewegungsrichtung und der Aktin-Myosin-Interaktion in Fibrillenbündeln (stress fibers). In der 
vorliegenden Arbeit wurde der Begriff Migration für eine gerichtete Wanderung von Zellen, der Begriff 
Motilität für die Beweglichkeit der Zellen verwendet, die die Grundlage der Migration bildet.  
 
Klassische Studien haben gezeigt, dass sich experimentell vermischte Zellpopulationen durch 
verschiedene Zelltyp-spezifische Adhäsionsprozesse wieder aussortieren können (Steinberg, 1970; 
Nose et al., 1988; Friedlander et al., 1989; Godt et al., 1998). Inzwischen wurde in neueren Arbeiten 
berichtet, dass auch Ephrin-Eph-Interaktionen adhäsive Vorgänge vor allem zwischen 
nicht-neuronalen Zellen vermitteln können. In Epithelzellen können Eph-Rezeptoren das 
Zelladhäsionsmolekül L1 phosphorylieren, was an adhäsiven Kontakten zwischen Zellen beteiligt ist 
(Zisch et al., 1997b). Weiterhin wurde beschrieben, dass Eph/Ephrin Interaktionen bei der Aggregation 
von Blutplättchen involviert sind. Dabei weist der EphA4 Rezeptor eine Assoziation mit N-CAM-L1 auf, 
was die Eph-Rezeptor-induzierte gesteigerte Aggregation vermitteln könnte (Prevost et al., 2002). Des 
Weiteren konnte (Holmberg et al., 2000) zeigen, dass EphrinA5 und drei verschiedene Splicevarianten 
des EphA7-Rezeptors, von denen 2 Varianten keine Kinasedomäne aufweisen, Zell-Zell-Adhäsion 
vermitteln und an der Fusion der lateralen Platten zum Neuralrohr beteiligt sind. Somit können 
Eph/Ephrin Interaktionen direkt, durch fehlende Rezeptorkinasefunktion, oder indirekt, durch 
Regulation von Zelladhäsionsmolekülen, an der Aggregation von Zellen beteiligt sein.  
 
Bei Aggregationsvorgängen von Zellen, wie sie für kortikale Neurone auf EphrinA5-Fc Substrat 
beobachtet wurden, müssen nicht nur Zell-Zell-Interaktionen, sondern auch die 
Zell-Substrat-Interaktionen mit der extrazellulären Matrix (ECM) reguliert werden. Eine wichtige 
Gruppe von Zelladhäsionsproteinen, die Zell-ECM-Bindungen vermitteln, sind die transmembranalen 
Integrine, die intrazellulär mit dem Cytoskelett assoziiert sein können (Turner, 2000; Calderwood et 
al., 2002; Garcia-Alvarez et al., 2003; Parsons, 2003). Integrine können ebenfalls durch 
Eph/Ephrin-Interaktionen reguliert werden. Dabei ist sowohl eine positive als auch negative Regulation 
der Integrine diskutiert worden. Eine Förderung oder Verstärkung der Integrin-Funktion wurde für 
Vertreter des EphrinB-Systems beschrieben. Endotheliale Zellen, die EphB1 exprimieren, wurden auf 
EphrinB1-Fc beschichtete Nitrozellulose plattiert, was zu einer Integrin-vermittelten erhöhten 
Zelladhäsion an das Substrat führte (Huynh-Do et al., 1999). Ferner kann EphrinB1 durch EphB1-Fc 
aktiviert und phosphoryliert werden, was eine Integrin vermittelte Adhäsion von Endothelzellen an das 
Substrat bewirkt (Huynh-Do et al., 2002). Eine Inhibition der Integrin-Funktion wurde für Vertreter des 
EphA-Systems beschrieben. EphA2-Aktivierung führt zu einer Konformationsänderung von Integrin in 
einen inaktiven Zustand, was in einer verminderten Integrin-vermittelten Adhäsion an das Substrat 
resultiert (Miao et al., 2000).  
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Dass Integrin-Substrat-Bindungen auch in migratorische Prozesse involviert sind, legt die Vermutung 
nahe, dass auch Migration durch die Eph/Ephrin-vermittelte Modulation der Integrin-Funktion reguliert 
werden kann. Die Beteiligung von Eph/Ephrin-Interaktionen bei migratorischen Prozessen ist bereits 
beschrieben wurden. Humane endotheliale Aortazellen exprimieren den EphB1 Rezeptor, der nach 
EphrinB1-Fc Stimulation die Geschwindigkeit der Zellmigration dieser Zellen erhöht (Nagashima et al., 
2002). Ferner wurde gezeigt, dass EphrinA1 die Migration von Kapillar-Endothelzellen beim Rind 
induziert (Pandey et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass EphrinA5 auch die 
Motilität kortikaler Neurone erhöht. Dass die EphrinA5-Fc induzierte gesteigerte Motilität kortikaler 
Neurone eine SFK-Abhängigkeit aufweist, steht in Übereinstimmung mit Literaturangaben, die zeigen, 
dass SFKs in Migrationsprozesse involviert sind (Klinghoffer et al., 1999). Weiterhin wurde bereits ein 
Zusammenwirken von Eph-Rezeptoren und SFKs bei Migrationsprozessen beschrieben. Vindis et al., 
2003 haben dargelegt, dass die Regulation der Motilität endothelialer Zellen durch EphB1 eine 
Abhängigkeit von der SFK-Aktivität aufweist. Diese Ergebnisse zeigen, dass Ephrine und 
Eph-Rezeptoren durch die Modulation von Zell-Zell-Interaktionen und Zell-ECM-Bindungen an 
entwicklungsbiologischen Prozessen wie Migration und Aggregation beteiligt sein können, die zur 
Ausbildung spezifischer Gewebe mit entsprechender Funktionalität führen. 
 
5.2. der Slice-Assay als Modellsystem zur Untersuchung der 
tangentialen Migration kortikaler Interneurone 
Die entwicklungsabhängige Expression von Eph-Rezeptoren und der Ephrin-Liganden im basalen 
Telencephalon (Niehage et al., 2005) legt eine Beteiligung des Eph/Ephrin-Systems an der Regulation 
der tangentialen Migration kortikaler Interneurone nahe, die mit einem in vitro-Modellsystem näher 
untersucht wurde. Der dazu eingesetzte slice-Assay ist ein häufig verwendetes Modellsystem zur 
Untersuchung der tangentialen Migration in vitro, mit dem grundlegende Übereinstimmungen mit der 
Migration in vivo reproduziert werden können (Anderson et al., 2001; Marin et al., 2003b). Jedoch 
führen in vitro-Artefakte auch zu Veränderungen der Migration der Neurone, die für die Interpretation 
der Daten des slice-Assays berücksichtigt werden müssen. Sowohl transplantierte 
EGFP-MGE-Neurone als auch endogene MGE-Neurone der Wildtyp-Schnitte, die mit 
cell-tracker-Farbstoff markiert wurden, weisen ein verändertes Migrationsmuster in vitro auf. In vivo 
vermeiden die kortikalen Interneurone die Ventrikularzone, wohingegen die Mehrzahl der 
migrierenden Zellen in vitro in der Ventrikularzone wandert. Eine in situ-Hybridisierung gegen Lhx6, 
ein Transkriptionsfaktor, der von migrierenden kortikalen MGE-Neuronen exprimiert wird, ergab 
in vitro ebenfalls eine Markierung der Ventrikularzone, die in vivo und nach kurzer Zeit in vitro nicht 
nachweisbar ist. Dieses veränderte Migrationsmuster in vitro, deckt sich mit Literaturangaben, bei 
denen der slice-Assay angewendet wurde (Anderson et al., 2001; Marin et al., 2003b) und könnte auf 
Veränderungen der Expressionsmuster von Signalmolekülen in den Schnittkulturen, also auf ein 
in vitro-Artefakt, zurückzuführen sein. Daraus folgende Expressionsanalysen einiger 
EphA-Rezeptoren konnten zeigen, dass der EphA4-Rezeptor, der in vivo am stärksten in der SVZ 
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exprimiert wird, in vitro ein zusätzliches Signal in der VZ ergab, was darauf hindeutet, dass der 
EphA4-Rezeptor von den migrierenden Zellen exprimiert wird. Das Expressionsmuster des 
EphA3-Rezeptors in der VZ und SVZ bleibt im Wesentlichen gleich. Eine deutliche Änderung war 
ferner für die EphrinA5-Expression nachweisbar. In vivo wird EphrinA5 in der VZ und im AEP 
exprimiert, wohin gegen EphrinA5 in vitro in der VZ nicht mehr detektiert werden konnte. Diese 
Untersuchungen zeigen, dass der slice-Assay als Modellsystem nur bedingt anwendbar ist, da die 
Expression von Signalmolekülen und die Migration als in vitro-Artefakte verändert werden, was bei der 
Interpretation der Daten berücksichtigt werden muss. 
 
5.3. Repulsive Effekte von EphrinA5  
Repulsive Interaktionen von Ephrinen und deren Rezeptoren wurden bereits für eine Vielzahl von 
Prozessen während der neuronalen Entwicklung beschrieben. Die Ausbildung topographischer Karten 
(Drescher et al., 1997; Flanagan et al., 1998; Wilkinson, 2000; Knoll et al., 2002), die Entstehung 
segmentaler Strukturen des Rhombencephalons (Mellitzer et al., 1999; Xu et al., 1999), die 
Ausbildung kortikothalamischer Projektionen (Gao et al., 1998; Uziel et al., 2002) und die 
Faszikulation von Axonen, die wichtig für die Entstehung von Fasertrakten ist (Winslow et al., 1995; 
Orioli et al., 1996), werden durch repulsive Eph/Ephrin-Interaktionen reguliert. Um eine repulsive 
Wirkung von EphrinA5 auf kortikale Neurone zu untersuchen, wurde der Streifenassay angewendet, 
der ein präferentielles Wachstum kortikaler Neurone auf den Kontroll-Streifen, und somit ein 
deutliches Vermeiden der EphrinA5-enthaltenen Streifen in vitro ergab. Time-lapse Aufnahmen 
konnten zeigen, dass sich die Neurone durch Zell-Zell-Interaktionen mit den Neuronen auf dem 
Kontroll-Streifen oder nach Kontakt mit dem Kontroll-Substrat aus den EphrinA5-Fc in die 
Kontroll-Streifen bewegten. Somit hat EphrinA5 eine repulsive Wirkung auf kortikale Neurone.  
 
Darüber hinaus konnte auch auf Zellen der MGE und LGE ein repulsiver Effekt von EphrinA5 im 
Streifenassay nachgewiesen werden. Ferner vermeiden migrierende EGFP-MGE-Interneurone nach 
EphrinA5-Applikation die Ventrikularzone im slice-Assay, was der ursprünglichen Situation in vivo 
gleich kommt. Wie kann die Zugabe von EphrinA5-Fc in das Medium zur lokalen Vermeidung der 
Ventrikularzone durch die migrierenden MGE-Neurone in vitro führen? Ein Bindungsassay ergab, 
dass exogen zugegebenes EphrinA5-Fc am stärksten an Zellen der Ventrikularzone bindet. EphA3 
könnte dabei ein Bindungspartner für EphrinA5-Fc darstellen, da EphA3 in vitro in der Ventrikularzone 
exprimiert ist. Ältere Bindungsstudien haben außerdem gezeigt, dass EphrinA5 mit einer hohen 
Affinität an den EphA3 Rezeptor bindet, die 4,4-fach höher ist, als die Affinität zu EphA4 oder EphA5 
(Monschau et al., 1997; Flanagan et al., 1998). Die Veränderung der EphA4-Expression in vitro, die 
mit dem veränderten Migrationsmuster der MGE-Neurone korreliert, lässt den Schluss zu, dass der 
EphA4-Rezeptor von den migrierenden MGE-Neuronen exprimiert wird. Die geringere Affinität von 
EphrinA5 zu EphA4 im Vergleich zu EphA3 könnte erklären, warum nach EphrinA5-Fc Zugabe die 
migrierenden Zellen noch freie Rezeptoren zur Erkennung des repulsiven Signals in der 
Ventrikularzone zur Verfügung haben. Wie kann EphrinA5-Fc jedoch nach Bindung an die 
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EphA-Rezeptoren in der Ventrikularzone als repulsives Signal für die migrierenden Zellen fungieren? 
Laut Datenblatt soll das rekombinante EphrinA5-Fc als Heterodimer vorliegen, was durch die 
Disulfidbrückenbindungen der Fc-Teile vermittelt wird. Das EphrinA5 bereits als Dimer wirksam sein 
kann, wurde in der Literatur bereits beschrieben (Caras, 1997). Allerdings deutet einiges darauf hin, 
dass EphrinA5-Fc bereits als Oligomer vorliegt. Experimente, bei denen das rekombinante Protein mit 
einem Antikörper geclustert zugegeben wurde, ergaben den gleichen Vermeidungseffekt der VZ wie 
nach Zugabe des ungeclusterten EphrinA5-Fc (Daten nicht gezeigt). Zusätzlich zur Dimerisierung 
über den Fc-Teil des rekombinanten Proteins können die extrazellulären Domänen von EphrinA5 
durch homophile Interaktionen Oligomere ausbilden. Es wurde für die extrazelluläre Domäne der 
Ephrin-Liganden bereits eine homophile Interaktionstelle beschrieben, deren schwache 
Wechselwirkung wahrscheinlich konzentrationsabhängig erhöht wird (Himanen et al., 2003). Davis et 
al. (1994) haben schon gezeigt, dass EphrinA1 bei 1 µg/ml bereits Dimere ausbildet. In der 
vorliegenden Arbeit wurde eine 5-fach höhere Konzentration von EphrinA5-Fc eingesetzt, wodurch 
eine stärkere Clusterung sehr wahrscheinlich ist. Dies könnte erklären, warum EphrinA5-Fc nach 
Bindung an Rezeptoren der Ventrikularzone einen repulsiven Effekt auf die migrierenden Zellen hat, 
da durch Bindung von Teilen der Oligomere noch freie EphrinA5-Domänen vorhanden sein könnten, 
die an die Rezeptoren der migrierenden Zellen binden und diese aktivieren könnten. Um dies zu 
überprüfen, wurden slice-Assay-Experimente durchgeführt, bei denen EphrinA5-Moleküle zugegeben 
wurde, von denen der Fc-Teil vorher enzymatisch abgespalten wurde und die demnach nicht mehr als 
Oligomer vorliegen. Diese Versuche resultierten nicht in dem Vermeidungseffekt der Ventrikularzone 
durch MGE-Neurone. Darüber hinaus führte eine Inhibition von SFKs ebenfalls dazu, dass die 
Neurone wieder in der Ventrikularzone migrieren, was den Schluss zulässt, dass das EphrinA5 
induzierte Vermeiden der Ventrikularzone in vitro über aktivierte SFKs im downstream signalling der 
Eph-Rezeptoren bewirkt wird. SFKs sind auch in die EphA-vermittelte Repulsion kortikaler Neurone 
(Projekt 4.1.) und retinaler Ganglienzellen (Knoll et al., 2004) involviert. Somit konnte durch die 
Zugabe von oligomerem EphrinA5-Fc die in vivo-Situation, bezüglich der Repulsion der migrierenden 
kortikalen Interneurone aus der Ventrikularzone, im slice-Assay rekonstruiert werden.  
  
5.4. Ein molekularer Schalter für Attraktion und Re pulsion 
Wie bereits diskutiert, können Eph/Ephrin-Interaktionen sowohl attraktive als auch repulsive Effekte 
vermitteln und somit in vielfältiger Weise an der Regulation von Migration und der Ausbildung von 
Zellorganisationen beteiligt sein. In der Literatur wurden bereits duale Effekte von Ephrinen auf 
verschiedene Populationen von Zellen beschrieben. (Castellani et al., 1998) konnte zeigen, dass 
EphrinA5 einen attraktiven und repulsiven Effekt auf Axone verschiedener Populationen kortikaler 
Neurone haben kann. EphrinA5 hat auch auf unterschiedliche Populationen von EphA4-positve 
Motorneuronen beim Hühnchenembryo eine repulsive oder attraktive Wirkung (Eberhart et al., 2004). 
B-Ephrine, die im dorsolateralen Mesenchym exprimiert werden, verhindern das Einwandern von 
frühen migratorischen Neural-Platten-Zellen in dorsale Bereiche und fungieren zu einem späteren 
Zeitpunkt als positives Signal für die Migration der Melanoblasten (Santiago et al., 2002). Ferner 
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wurde diskutiert, dass A-Liganden eine differentielle Wirkung auch auf gleiche Populationen von 
Zellen, in Abhängigkeit von der Konzentration (Hansen et al., 2004) oder von verschiedenen ECM-
Molekülen (Weinl et al., 2003) haben können.  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein weiterer Mechanismus für differentielle Antworten der gleichen 
Zellpopulation auf EphrinA5-Fc dargelegt. EphrinA5 kann auch in Abhängigkeit von der SFK-Aktivität 
verschiedene Wirkungen auf kortikale Neurone haben. Durch Blockierung der SFK-Aktivität wird die 
Repulsion im Streifenassay in vitro in Attraktion konvertiert. Dies bedeutet, dass der 
Aktivierungsstatus der SFKs im downstream-signalling der Eph-Rezeptoren in die Ephrin-vermittelte 
Regulation von Repulsion versus Attraktion involviert sein kann. Diese Ergebnisse erinnern an die 
Daten von Falk et al., 2005 (Falk et al., 2005), die zeigen konnten, dass der Aktivierung der 
FAK/Src-Signalkaskade eine zentrale Rolle bei der Vermittlung von Sema3B induzierten attraktiven 
versus repulsiven Effekte auf Neurone der anterioren Kommissur zukommt.  
 
5.5. Die Abgabe von Eph-Rezeptoren ermöglicht migra torische 
Prozesse 
Ein häufig diskutiertes Paradoxon der Eph/Ephrin Interaktionen ist die Frage, wie Repulsion nach 
hoch-affiner Rezeptor-Liganden-Bindung zwischen Zellen stattfinden kann. Repulsive Interaktionen im 
EphrinB-System werden durch Zell-Zell-Kontakt induzierte bidirektionale Endocytose des 
Rezeptor-Liganden-Komplexes vermittelt (Zimmer et al., 2003), für EphrinA-Liganden wurde eine 
regulierte enzymatische Abspaltung der extrazellulären Domäne Rezeptorbindung durch 
Liganden-assoziierte Metalloproteasen beschrieben (Hattori et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit  
wurde die EphA-Rezeptorabgabe nach Ligandenbindung als ein weiterer möglicher Mechanismus 
dargestellt, der Motilität und Repulsion erlauben und vermitteln kann. Dieser Abgabemechanismus 
war für EphrinA/EphA Interaktionen bisher noch nicht bekannt.  
 
Dieser Mechanismus der Rezeptorabgabe erinnert an die bei Fibroblasten beschriebene 
Integrin-Abgabe während der Integrin-vermittelten Migration in vivo und in vitro, was als 
membrane ribbing bezeichnet wurde (Bard et al., 1975; Chen, 1981; Regen et al., 1992). Das 
membrane ribbing bei der Vorwärtsbewegung der Fibroblasten findet nur an der „Rückseite“ statt, der 
Region, die zu einer verminderten Ausbildung von Integrin-Zytoskelett-Verbindungen neigt (Schmidt et 
al., 1993; Lauffenburger et al., 1996). Ferner wurde gezeigt, dass Src als regulatorische Komponente 
die Reversibiltät von Integrin-Zytoskelett Interaktionen fördert und somit durch die Schwächung bzw. 
Trennung der Verbindungen zwischen den Integrinen und dem Zytoskelet an der Motilität von Zellen 
beteiligt ist (Felsenfeld et al., 1999). Überträgt man diese Daten auf die Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit, die zeigen, dass die EphA-Rezeptorabgabe nach SFK-Inhibition reduziert wurde, so könnte die 
EphA-Rezeptoraktivierung SFK-abhängig zu einer lokalen Destabilisierung der Membran durch 
  Diskussion   
 83 
reduzierte Integrin-Zytoskelett Verbindungen führen, was das ribbing von Membranfragmenten mit 
den an die Liganden gebundenen Rezeptoren fördern könnte.  
 
Zusätzlich ist bekannt, dass die SFK-Aktivität in einer Inaktivierung von Cortactin resultiert, was 
wiederum zu einer Verringerung der Aktivität des Arp (actin-related protein)-2/3-Komplexes führt, der 
durch Ausbildung und Vernetzung neuer Aktin-Filamente an der Aktin-Polymerisation beteiligt ist 
(Huang et al., 1997). Die Cortactin Inaktivierung führt zu einer Inaktivierung des Arp 2/3-Komlexes, 
was in einem Cofilin-vermittelten Destabilisierung des Aktin-Zytoskellets resultiert (Weed et al., 2001). 
Es wurden bereits Interaktionen zwischen EphA-Rezeptoren und Cortactin in Muskelzellen (Lai et al., 
2001) und in retinalen Ganglienzellen (Knoll et al., 2004) nachgewiesen. Diese Prozesse könnten zum 
lokalen Zusammenbruch des Zytoskeletts nahe der EphrinA5-Bindungsstelle führen, was eine 
Rezeptorabgabe unterstützen könnte.  
 
5.6. Mögliche Funktionen von EphrinA-induzierter Ag gregation und 
Repulsion während der Kortexentwicklung 
Während der Ausbildung kortikaler Schichten werden zahlreiche Eph-Rezeptoren und deren Liganden 
zeitlich und räumlich verschieden im sich entwickelnden Kortex exprimiert (Mackarehtschian et al., 
1999; Liebl et al., 2003; Yun et al., 2003; Kudo et al., 2005; Niehage et al., 2005). Am Embryonaltag 
14 werden beispielsweise EphrinA2 und EphrinA4 vorwiegend in der Ventrikularzone (VZ), der 
Subventrikularzone (SVZ) und der Intermediärzone (IZ) exprimiert. EphrinA2 zeigt eine zusätzliche 
Expression in der kortikalen Platte (KP). Im Gegensatz dazu werden am Embryonaltag 16 die 
Liganden EphrinA1, EphrinA2 und EphrinA5 nur in der Intermediärzone und der kortikalen Platte 
ausgebildet. Die Ventrikularzone und die SVZ zeigen bei E16 keine Expression von EphrinA-Liganden 
mehr. Auch die Rezeptoren zeigen veränderte Expressionsmuster am Embryonaltag 14 und 16. 
Beispielsweise wird die EphA5-Expression bei E14 in der VZ und IZ am Embryonaltag 16 auf die KP 
und MZ erweitert, was eine Migration von EphA5-positiven Neuronen aus der VZ in die KP suggeriert 
(alle Daten von Niehage et al., 2005). Diese zeitlichen Veränderungen der Expressionsmuster von 
Ephrinen und Eph-Rezeptoren lassen im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit 
vermuten, dass das Eph/Ephrin-System an der Ausbildung kortikaler Schichten beteiligt sein könnte. 
A-Ephrine könnten Subpopulationen von neugeborenen Neuronen stimulieren, aus der VZ und der 
SVZ auszuwandern, in dem sie die Motilität steigern und einen repulsiven Effekt auf bereits 
ausdifferenzierte Neurone haben. Nach dem Auswandern aus dem Neuroepithel könnten 
Eph/Ephrin-Interaktionen zwischen Zellen zur Ausbildung von schichtenspezifischen 
Zell-Zell-Aggregationen somit zur Ausbildung kortikaler Schichten beitragen. Mit dem Zeitpunkt der 
Geburt eines kortikalen Neurons korreliert dessen Identität und somit die Lokalisation in einer 
bestimmten Schicht. (Ajioka et al., 2005) haben bereits gezeigt, dass Zellen gleicher 
Schichtenspezifität durch ähnliche adhäsive Eigenschaften verstärkt untereinander aggregieren, was 
zur Ausbildung von schichtenspezifischen Verbindungen beitragen könnte. An dieser 
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schichtenspezifischen Aggregation könnten die Ephrine und deren Rezeptoren beteiligt sein. Dabei 
kann das Eph/Ephrin-System die Adhäsion indirekt über die Modulation von Zelladhäsionsmolekülen 
wie L1 (Prevost et al., 2003) oder direkt nach Inhibition der SFKs regulieren. Es ist bereits bekannt, 
dass die SFK-Aktivität in einem inhibitorischen Rückkopplungs-Mechanismus ausgeschaltet werden 
kann. Aktivierte SFKs phosphorylieren das lipid-raft-assoziierte Protein Cbp, was die Rekrutierung von 
Csk (C-teriminale Src-Kinase) zur Membran bewirkt. Diese phosphoryliert wiederum einen 
konservierten Tyrosinrest am C-Terminus der SFKs, das schließlich zur Inaktivierung der SFKs führt 
(Thomas et al., 1997; Cary et al., 2000). Somit könnten die gleichen Eph-Rezeptoren das Auswandern 
aus dem Neuroepithel sowie die schichtenspezifische Aggregation nach SFK-Inaktivierung vermitteln. 
Ferner könnte der Aktivierungsstatus der SFKs durch einen „Crosstalk“ mit anderen Signalmolekülen 
wie den Semaphorinen beeinflusst werden, die ebenfalls im sich entwickelnden Kortex exprimiert 
werden (Bagnard et al., 1998). Übereinstimmend damit wurden bereits Semaphorin/Src-Interaktionen 
nachgewiesen (Falk et al., 2005) über die ein „Crosstalk“ stattfinden könnte.  
 
5.7. Mögliche Funktionen des Eph/Ephrin Systems bei  der 
tangentialen Migration der MGE-Neurone 
Es ist bekannt, dass an den Embryonaltagen E12,5 bis E14,5 die kortikalen tangential migrierenden 
Interneurone hauptsächlich von der MGE gebildet werden, die oberhalb oder unterhalb der striatalen 
Anlage in den Kortex einwandern (Lavdas et al., 1999; Anderson et al., 2001; Marin et al., 2001a). 
Zellen der LGE scheinen zu diesem Zeitpunkt nicht in den Kortex einzuwandern (Anderson et al., 
2001; Wichterle et al., 2001). Für die Lenkung und Regulierung der Migration sind Faktoren nötig, die 
die Motilität der Zellen stimulieren und die Richtung der Migration definieren, sowie Stop-Signale, die 
das Zielgebiet begrenzen. Die räumlich und zeitlich verschiedenen Expressionsmuster der Ephrine 
und deren Rezeptoren lassen vermuten, dass sie bei der Regulation dieses Prozesses involviert sind 
(Niehage et al., 2005). Wie die Experimente der vorliegenden Arbeit darlegen, resultiert die Zugabe 
von exogenem EphrinA5-Fc nach lokaler Bindung an die Ventrikularzone durch repulsive 
Interaktionen mit EphA-Rezeptoren der migrierenden Zellen zum Vermeiden der Ventrikularzone. Dies 
entspricht der Situation in vivo, die sich sowohl durch eine EphrinA5-Expression in der Ventrikularzone 
als auch die Migration kortikaler Interneurone in der Subventrikularzone auszeichnet (Lavdas et al., 
1999; Niehage et al., 2005). Der Streifenassay ergab ebenfalls eine repulsive Wirkung von EphrinA5, 
sowohl auf die Neurone der MGE als auch der LGE. In vivo könnte EphrinA5 somit an der Repulsion 
migrierender Neurone aus der Ventrikularzone beteiligt sein. Repulsion aus der Ventrikularzone ist für 
die tangentiale Migration der kortikalen Interneurone und der Interneurone des olfaktorischen Bulbus 
(Hu, 1999; Wu et al., 1999; Zhu et al., 1999), sowie auch für die radiale Migration der 
Projektionsneurone des Striatums (Hamasaki et al., 2001) entscheidend. Neben EphrinA5 ist auch 
Slit1 bei E15 in der Ventrikularzone und Subventrikularzone der ganglionischen Eminenzen exprimiert 
(Marillat et al., 2002) und zeigt ähnlich wie EphrinA5 eine repulsive Wirkung auf LGE-Neurone in vitro 
(Zhu et al., 1999). Slit1 und EphrinA5 könnten bei der Repulsion der Neurone aus der Ventrikularzone 
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durch konvergente Signaltransduktionskaskaden zusammen wirken. Eine Konvergenz der Signalwege 
über SFKs wurde bereits bei dem EphrinA5- und Slit2-induziertem Kollaps der Wachstumskegels 
retinaler Ganglienzellen beschrieben (Wong et al., 2004). 
 
Neben der Repulsion migrierender Neurone aus der Ventrikularzone könnten Ephrine und Rezeptoren 
auch an der Ausbildung repulsiver Flanken beteiligt sein, die durch die Begrenzung permissiver 
Korridore zur korrekten Wegfindung migratorischer kortikaler Interneurone beitragen könnten. 
Beispielsweise vermeiden kortikale MGE-Neurone den Bereich des sich entwickelnden Striatums und 
migrieren ober- bzw. unterhalb der striatalen Anlage in den Kortex ein (Marin et al., 2001a). Bisher ist 
bekannt, dass repulsive Interaktionen der Neuropilin-Rezeptoren der kortikalen Interneurone mit 
Sema3A und Sema3F der striatalen Anlage an der Vermeidung des sich entwickelnden Striatums 
beteiligt sind (Marin et al., 2001b). Das veränderte Migrationsmuster kortikaler MGE-Neurone nach 
Zugabe von EphrinA5-Fc suggeriert darüber hinaus eine Beteiligung des Ephrin/Eph-Systems an der 
Begrenzung permissiver Korridore für migrierende MGE-Neurone. Wie die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit zeigen, migrieren die MGE-Neurone in vitro nach Zugabe von EphrinA5-Fc, sowie 
nach Applikation von EphrinA5-Fc zusammen mit PP2, in den Bereich der striatalen Anlage ein. Da 
die Behandlung mit EphrinA5-Fc mit gleichzeitiger Inhibition der SFKs den gleichen Effekt auslöst wie 
mit intakter SFK-Aktivität, kann man ableiten, dass das EphrinA5-Fc-induzierte Einwandern in die 
striatale Anlage auf eine Blockierung von Eph-Rezeptoren zurückzuführen sein könnte. Erschwerend 
für die Interpretation ist die Tatsache, dass verschiedene Ephrine und Eph-Rezeptoren in der 
striatalen Anlage am Embryonaltag 14 in vivo exprimiert sind (Niehage et al., 2005), wodurch 
kombinatorische Effekt nicht auszuschließen sind. Wie kürzlich von Carvalho et al., 2006 (Carvalho et 
al., 2006) beschrieben wurde, kann EphrinA5 mit dem EphA3 Rezeptor eine cis-Bindung unabhängig 
von der trans-Ligandenbindungsstelle eingehen, was zur Folge hat, dass der Rezeptor durch eine 
trans-Ligandenbindung nicht mehr aktiviert werden kann. Als Modell wurde diskutiert, dass auf diese 
Art und Weise eine homogene EphA4 und EphA5-Expression in der Retina durch eine graduelle 
Co-Expression von Ephrin-Liganden in funktionell graduelle Rezeptoraktivitäten übersetzt werden, die 
für die topographische Projektionen in das Tektum von entscheidender Bedeutung sind. Die 
Co-Expression von Rezeptoren und Liganden in Regionen in der striatalen Anlage suggeriert die 
Möglichkeit von derartigen cis-Interaktionen, die Rezeptoraktivitäten modulieren können.  
Weiterführende Untersuchungen sind nötig, um den Einfluss des Eph/Ephrin-Systems bei der 
Vermeidung der striatalen Anlage während der tangentialen Migration der kortikalen MGE-Neurone 
genauer aufzuklären. 
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5.8. Ausblick 
Die vorgestellten Experimente konnten für neuronale Zellen weitere, bisher noch nicht bekannte 
Funktionen des Eph/Ephrin-Systems bei Zell-Zell-Aggregation, Migration und Modulation der 
Zell-Matrix-Adhäsion während entwicklungsbiologischer Vorgänge aufzeigen. Im ersten Projekt wurde 
ein neuer Mechanismus zur Vermittlung der Repulsion durch Abgabe von Eph-Rezeptoren 
herausgestellt werden. Außerdem ergab diese Arbeit weitere Einblicke in die zugrunde liegenden 
Signalwege der EphA-vermittelten Repulsion versus Attraktion bei kortikalen Neuronen. Es bedarf 
jedoch weiterführende Experimente, um die genaue Funktion der Aggregation und der gesteigerten 
Motiliät durch EphrinA5 bei der Kortexentwicklung herauszustellen. So könnten verschiedene 
Neuronenpopulationen durch die Verwendung spezifischer Marker und Altersstadien verwendet und 
untersucht werden, um differentielle Effekte auf Neurone der verschiedenen kortikalen Schichten 
herauszustellen. Des weiteren sollten verschiedene A-Liganden untersucht werden, um spezifische 
Wirkungen auf verschiedene Neuronenpopulationen, und eventuelle kompensatorische Mechanismen 
zu untersuchen, wie die überlappende Expression der verschiedenen Liganden und Rezeptoren im 
sich entwickelnden Kortex vermuten lässt. Neuere Arbeiten von Carvalho et al. (2006) haben gezeigt, 
dass zusätzlich zur trans-Interaktion von Rezeptor und Ligand, die Rezeptoraktivität durch Bindung 
eines Liganden an einer cis-Interaktionsstelle modifiziert werden kann. Analog dieser Beobachtungen 
sollte eine eventuelle Co-Expression von Rezeptoren und Liganden der kortikalen 
Neuronenpopulationen herausgestellt und mögliche cis-Interaktionen und deren Auswirkungen auf 
das trans-Eph-signaling untersucht werden.  
 
Die vorliegende Arbeit hat ergeben, dass das Eph/Ephrin-System bei der Regulation der tangentialen 
Migration involviert ist. Da sich die Expressionsmuster einiger Signalmoleküle in vitro verändern, 
sollten ergänzende in situ-Hybridisierungen der Ephrine und Rezptoren des A- und B-Systems 
vorgenommen werden. Die Ergebnisse der slice-overlay Experimente konnten zusätzlich zur 
EphrinA5-induzierten Repulsion der MGE-Neurone aus der Ventrikularzone, ein Einwandern in die 
striatale Anlage nach Manipulation des Eph/Ephrin-Systems durch rekombinante Proteine zeigen, was 
eine Beteiligung der Ephrine und Eph-Rezeptoren an der Vermeidung der striatalen Anlage durch 
kortikale Interneurone suggeriert. Für die genaue Interpretation müssen weiterführende Experimente 
durchgeführt werden, mit denen die Expressionsmuster der Ephrine und Rezeptoren in dieser Region 
in vitro genau bestimmt werden. Darüber hinaus wäre die Anwendung und Untersuchung eines 
weiteren in vitro-Modells empfehlenswert, mit dem sich die in vitro-Artefakte bezüglich der veränderten 
Expression von Signalmolekülen und die veränderte Migration reduzieren lassen. Das 
Transplantationsexperiment von EGFP-MGE Neuronen könnte auf das von Kinsbury et al., 2004 
entwickelte Modellsystem ausgeweitet werden, bei dem ganze Hemisphären in vitro kultiviert werden 
(Kingsbury et al., 2004). Durch die Kultivierung von Hemisphären statt Gehirnschnitten könnte die 
Artefaktentstehung eventuell reduziert werden, wodurch die Interpretation für die in vivo-Relevanz 
erleichtert würde.   
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6. Zusammenfassung 
Bei der Ausbildung der Schichten während der kortikalen Entwicklung spielen Adhäsion und Migration 
eine entscheidende Rolle. Neben zellulären Adhäsionsmolekülen, die Kontakte zwischen Zellen oder 
zwischen Zellen und der extrazellulären Matrix vermitteln, können auch Ephrine und deren 
Rezeptoren an adhäsiven oder migratorischen Prozessen beteiligt sein, wie Studien vor allem bei 
nicht-neuronalen Zellen zeigen konnten. Es gibt bereits zahlreiche Arbeiten über die Funktionen der 
Ephrine und deren Rezeptoren bei der axonalen Lenkung und der Ausbildung topographischer 
Projektionen während der Entwicklung des Nervensystems. Im Gegensatz dazu ist noch wenig über 
die Funktionen des Eph/Ephrin-Systems bei der Aggregation und Migration von neuronalen Zellen 
bekannt. Wie Expressionsstudien ergaben, zeigen die Ephrine und Eph-Rezeptoren im sich 
entwickelnden Kortex räumlich und zeitlich hoch regulierte Expressionsmuster. Daher befasste sich 
die vorliegende Arbeit mit der Rolle von EphrinA5, einem wichtigem Vertreter der A-Ephrine, bei der 
Aggregation und Migration während der Entwicklung des Telencsphalons, und mit der 
Charakterisierung von zu Grunde liegenden Signalwegen und Mechanismen. 
 
Die vorliegenden Ergebnisse konnten zeigen, dass EphrinA5 die Zell-Zell-Aggregation und Motilität 
kortikaler Neurone auf homogenem EphrinA5-Fc Substrat in vitro, Src-Familie-Tyrosin-Kinasen 
(SFKs)-abhängig, erhöht. Die Erhöhung der Motilität der Neurone auf homogenem Substrat deutet auf 
repulsive Eph-Ephrin-Interaktionen hin. Der Streifenassay, bei dem die Zellen auf alternierenden 
Streifen aus EphrinA5-Fc und Kontroll-Protein kultiviert wurden, ergab eine deutliche 
EphrinA5-induzierte Repulsion kortikaler Neurone in vitro. Dieser repulsive Effekt konnte durch 
Inhibition der SFKs in Attraktion konvertiert werden, die Neurone zeigten ein präferentielles Wachstum 
auf den EphrinA5 enthaltenen Streifen. Somit wurden in dieser Arbeit die SFKs als molekularer 
Schalter von Attraktion versus Repulsion im Signaltransduktionsweg der EphA-Rezeptoren 
identifiziert, was einen weiteren Parameter für die Entstehung differentieller Effekte von Ephrinen auf 
neuronale Zellen darstellt. Darüber hinaus wurde ein neuer Mechanismus gefunden, der nach 
Rezeptor-Liganden Bindung repulsive Interaktionen ermöglicht. In der vorliegenden Arbeit wurde im 
in vitro-Modellsystem eine Abgabe von aktivierten EphA-Rezeptoren an das EphrinA5-Fc Substrat 
beobachtet. Diese EphA-Rezeptorabgabe konnte auch nach Zell-Zell-Kontakt mit 
EphrinA5-transfizierten Fibroblasten gezeigt werden. Eine in vivo-Relevanz und die Konsequenzen für 
die Interpretationen bestehender Modelle der Gradientenhypothesen müssen weiterführend 
untersucht werden. 
 
Zur Aufklärung der Beteiligung des Eph/Ephrin-Systems bei der Regulation der tangentialen Migration 
wurde eine häufig eingesetzte slice-Technik verwendet, mit der die Migration EGFP (enhanced green 
fluorescent protein) -markierter Neurone der medialen ganglionischen Eminenz (MGE) auf coronalen 
Wildtyp-Schnitten untersucht wurde. Vergleichende Untersuchungen der Migrationsmuster kortikaler 
Interneurone in vivo mit der Migration im in vitro-Modell ergaben neben grundlegenden 
Gemeinsamkeiten allerdings auch Unterschiede. Ein wichtiger Unterschied besteht in der Migration 
der MGE-Neurone entlang der Ventrikularzone in vitro, einer Region, die in in vivo deutlich vermieden 
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wird. Wie in situ-Hybridisierungen zeigten, änderte sich auch das Expressionsmuster einiger 
Eph-Rezeptoren in vitro. Darüberhinaus ist EphrinA5, was in vivo in der Ventrikularzone exprimiert 
wird, in vitro in dieser Region nicht mehr nachweisbar. Dies legt nahe, dass EphrinA5 in vivo an der 
Repulsion der migrierenden Interneurone aus der Ventrikularzone beteiligt ist. Im Streifenassay hatte 
EphrinA5 auf die Neurone der medialen und lateralen ganglionischen Eminenz einen deutlichen 
repulsiven Effekt. Um die Wirkung von EphrinA5 auf die tangentiale Migration der MGE-Neurone zu 
untersuchen, wurde der slice-Assay unter Zugabe von EphrinA5-Fc im Medium durchgeführt. 
Bindungsstudien ergaben, dass das rekombinante, multimere EphrinA5-Fc vorwiegend an die Zellen 
der Ventrikularzone bindet. Funktionell resultierte die EphrinA5-Fc-Präsens in der Ventrikularzone 
in vitro darin, dass die MGE-Neurone diese Region vermeiden, wodurch die in vivo-Situation 
rekonstruiert werden konnte. Dieser repulsive Effekt wird über SFKs vermittelt und lässt auf eine 
Beteiligung von EphrinA5 am Auswandern der migrierenden Neurone aus der Ventrikularzone bei der 
tangentialen Migration in vivo und an der Begrenzung des permissiven Korridors für tangential 
migrierende kortikale Interneurone schließen.  
 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Ephrine und deren Rezeptoren Aggregation und 
Migration neuronaler Zellen induzieren und regulieren können. Die Erhöhung der Motilität als Folge 
repulsiver Interaktionen wird durch eine Rezeptorabgabe vermittelt und kann durch die Inhibition der 
SFKs in Attraktion umgeschaltet werden. Somit spielt das Eph/Ephrin-System durch die Regulation 
der Zell-Zell-Adhäsion, der Motilität und Migration eine wichtige Rolle bei der der kortikalen 
Schichtenbildung während der Entwicklung.  
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8. Anhang 
8.1. Puffer, Lösungen und Reagenzien 
Für in vitro-Experimente wurden ausschließlich sterile Lösungen und Puffer verwendet. Lösungen und 
Puffer, deren Sterilität nicht vom Hersteller garantiert war, wurden entweder sterilfiltriert (Sterilfilter der 
Porengröße 0,2 µm von Sartolab V 115; SARTORIUS) oder für 20 min bei 121 °C und 2 bar 
autoklaviert. Falls nicht anders angegeben wurde bidestilliertes Wasser als Lösungsmittel verwendet. 
8.1.1. Primärkultur 
PBS:       120 mM NaCl 
 2,7  mM KCl  
 10  mM Na2HPO4  
 pH = 7,4 
 Lagerung bei 4 °C  
 
GBSS:         1,53 mM CaCl2 
3,66 mM KCl 
0,22 mM KH2PO4  
1,03 mM MgCl2-6H2O 
0,28 mM MgSO4-7H2O 
 138 mM NaCl 
2,70 mM NaHCO3 
       0,84 mM Na2HPO4  
5,56 mM Glukose  
Lagerung bei 4 °C 
65 % Glukose-Stamm-Lösung (m/v):   32,5 g D-(+)-Glukose  
in 50 ml Bidest 
Lagerung bei -20 °C 
0,25 % Trypsin (v/v):    25 %iges Trypsin  
1:10 in PBS 
Lagerung bei -20 °C 
 
Präpariermedium:     0,65 % Glukose  
in GBSS 
frisch vor Gebrauch angesetzt  
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Sammelmedium:     0,65% Glukose 
      in HBSS ohne Kalizium und Magnesium 
vor Gebrauch frisch angesetzt  
 
Kulturmedium für primäre 
kortikale Einzelzellen:     10 % hitzeinaktiviertes fötales Kälberserum 
      1   % Penicillin/Streptomycin 
200 mM L-Glutamin 
      0,1 % D-Glucose 
in DMEM mit Natriumpyrovat und Pyridoxin 
Lagerung für max. 7 Tage bei 4 °C  
 
Kulturmedium für 
Time-Lapse-Videomikroskopie:    entspricht dem Kulturmedium mit 
250 mM HEPES  
Lagerung für max. 7 Tage bei 4 °C  
 
Elektroporationsmedium:   0,65 % Glukose 
20 mM HEPES  
in HBSS ohne Kalzium und Magnesium 
Lagerung für max. 7 Tage bei 4 °C  
 
Kulturmedium für coronale Schnitte:   60 % D-MEM/F12 
      30 %  HBSS 
      10 %  hitzeinaktiviertes fötales Kälberserum 
1 % Penicillin/Streptomycin 
0,65 % D-Glukose 
 
8.1.2. Lösungen und Medien für die Zellkultur mit N IH/3T3-Fibroblasten 
 
Zellkulturmedium:    10 % hitzeinaktiviertes FBS 
1 % Penicillin/Streptomycin 
0,4 % Geneticin G 418  
(nur bei EphrinA5-transfizierten Zellen) 
in DMEM/F12-HAM 
Lagerung bei 4 °C 
 
Einfriermedium:    90 % Zellkulturmedium 
10 % DMSO  
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8.1.3. Sonstige Lösungen  
Chloralhydrat:      7% Chloralhydrat  
in PBS 
Lagerung bei Raumtemperatur 
 
PP-2 Stamm-Lösung:     10 mM  
      in DMSO 
Lagerung bei -20 °C  
 
PP-3 Stamm-Lösung:    10 mM  
      in DMSO 
Lagerung bei -20 °C  
 
8.1.4. Fixierung und Immunhistochemie 
Fixierlösung:     4 % PFA 
      in PBS bei 60°C gelöst 
      pH=7,4; 
Lagerung bei -20 °C 
 
Waschpuffer :     0,2 % Triton-X-100 
      in PBS 
      Lagerung bei 4 °C 
 
Blockierungslösung:     1 % BSA 
      0,2 % Triton-X-100 
      in PBS 
      Lagerung bei 4 °C 
 
Mowiol/n-Propyl-Gallat:    25 % Moviol 4-88 (m/v)  
50 % Glycerin (v/v) 
17,5 % n-Propyl-Gallat (m/v) 
0,03 % Timerosal 
in PBS 
Lagerung bei -20°C 
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modifiziertes HBSS:    0,5 mg/ml BSA 
      20 mM HEPES 
      in HBSS 
      Lagerung bei 4 °C 
 
Puffer B3:     0,1 M NaCl    
      0,05 M MgCl2 
      0,05 Tris (pH 9,5) 
      Lagerung bei 4 °C 
 
Farbreaktionspuffer:    4,5 µl NBT 
      3,5 µl BCIP 
      in 1 ml Puffer B3 
 
8.1.5. Immunpräzipitation 
Lysepuffer:     50 mM Tris; pH=7,4  
      150 mM NaCl  
      1 mM EDTA 
      1 % Triton-X-100  
      1 mM Na3VO4  
      1 mM NaF  
2,5 mM NaP-P 
pH=7,4 
Lagerung bei -20°C 
 
Proteaseinhibitoren:  wurden dem Lysepuffer kurz vor Gebrauch in 
folgenden Endkonzentrationen  frisch zusgesetzt: 
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid  
(PMSF) 
5 µg/ml Pepstatin-A  
25 µg/ml Aprotinin  
15,4 µg/ml 2,3-Dehydro-Neuraminsäure  
25 µg/ml Leupeptin  
 
50 % Protein A-Sepharose 
Gebrauchslösung: 500 µl Protein A-Sepharose   
500 µl Lyspuffer ohne Proteaseinhibotoren  
Lagerung bei 4 °C  
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8.1.6. enzymatische Abspaltung des IgG 1 von rekombinantem EphrinA5-Fc 
Faktor X Puffer:    20mM Tris-HCl 
200mM NaCl 
pH 8.0; Lagerung bei 4 °C  
 
8.1.7. SDS-Gelektrophorese und Western Blot 
ECL-Protein Molekulargewichtsmarker (AMERSHAM) : Lagerung bei -20 °C 
   
Name der Markerproteine  
(Biotin-gekoppelt) 
MW in Da 
Phosphorylase b 97000 
Rinder-Serum-Albumin 66000 
Ovalbumin 45000 
Karbonische Anhydrase 31000 




SDS- Molekulargewichtsmarker (SIGMA):     Lagerung bei -20 °C 
Name der Markerproteine MW in Da 
Rinder-Serum-Albumin 66000 
Fumarase 48500 





Blotting-Puffer:    25 mM Tris 
192 mM Glycin 
20 % Methanol  
0,02 % SDS.  
pH-Wert = 8,3  
Lagerung bei RT 
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Nitrocellulose (NC)-Puffer:   10 mM Tris  
0,9 % NaCl  
0,05 % Tween 20  
pH-Wert = 7,4  
Lagerung bei RT 
 
8.1.8. Materialien zur Amplifizierung des pEYFPmem- Vectors in E.coli und dessen 
Isolation 
SOC Medium:     20 g/l Pepton 
5 g/l Hefeextrakt 
0,5 g/l NaCl 
2,5 mM KCl 
10 mM MgCl2  
20 mM Glukose (steril) 
in Bidest  
pH-Wert = 7  
 
LB-Agar:     10 g/l Pepton  
5 g/l Hefeextrakt  
5 g/l NaCl 
1 mM NaOH  
15 g/l Agar  
30 µg/ml Kanamycin  
Lagerung bei 4 °C  
 
LB-Medium:     10 g/l Pepton  
5 g/l Hefeextrakt  
5 g/l NaCl 
1 mM NaOH  
30 µg/ml Kanamycin  
Lagerung bei 4 °C  
 
8.1.9. Puffer für RNA- und DNA-Gelelektrophorese 
TAE-Puffer:      40 mM Tris 
       20 mM Essigsäure  
1   mM EDTA. 
 
TBE-Puffer:      90 mM Borsäure 
90 mM Tris  
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1   mM EDTA  
8.1.10. Puffer für in situ-Hybridisierung 
Hybridisierungslösung für dicke Schnitte: 50 % Formamid 
      5 x SSC, pH = 7 
      1 mg/ml Torula RNA 
      0,1 % Tween 
      0,2 % SDS 
      5 mM EDTA; 
      Lagerung bei -20 °C 
      300 ng / 100 µl Sonde kurz vor Gebrauch zugeben 
Posthybridisierungslösung für  
dicke Schnitte:    50 % Formamid 
 5 x SSC 
 1 % SDS 
 
Hybridisierungslösung für  
Kryostatschnitte:     50 % Formamid 
      5 x SSC, pH = 7 
      0,4 mg/ml Torula RNA 
      0,1 mg/ml tRNA 
      3 ng/ml Sonde 
3 min bei 100°C 
5 x Denhardt´s Reagenz 
       
Blockierungslösung:    1 % BSA 
2 % Boehringer Blockierungsreagenz 
in MabS/0,1 % Tween 
MabS:      0,1 M Maleinsäure  
 0,15 M NaCl  
 pH=7,5 mit NaOH  
20 x SSC     3 M NaCl 
      0,3 M Trinatriumcitrat 
      pH=7 mit HCl 
 
Reaktionspuffer:   0,1 M Tris 
 0,1 M NaCl 
 5 m MgCl2 
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8.2. weitere Materialien 
8.2.1. rekombinante Proteine 
 
Protein Hersteller 
EphrinA5-Fc R&D SYSTEMS 
IgG Isotyp-Kontrolle ROCKLAND INC. 
 
8.2.3. Antikörper  
 












(PY) 99, monoklonal 
SANTA CRUZ 1:500 
Hase-anti-EphA4, polyklonal SANTA CRUZ 1:800 
Hase-anti-Src, polyklonal SANTA CRUZ 1:100 
 
Sekundäre Antikörper  Hersteller  eingesetzte Verdünnung  
Ziege-anti-Mensch IgG (H+L) VECTOR 30 µg/ml 
Alexa488-gekoppelt  




Cy2-konjugiert Ziege-anti-Maus IgG (H+L) DIANOVA 1:100 
Cy3-konjugiert Ziege-anti-Maus IgG (H+L) DIANOVA 1:800 
Cy3-konjugiert Ziege-anti-Hase IgG (H+L) DIANOVA 1:800 
Peroxidase-gekoppelt Esel-anti-Ziege-IgG (H+L) DIANOVA 1:40000 
Peroxidase-gekoppelt Ziege-anti-Hase-IgG (H+L) DIANOVA 1:20000 
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8.2.4. Enzyme 
Name Hersteller Enzymtyp 
Pst-1 FERMENTAS Restriktionsendonukleasen 


















Es wurden DIG-markierte RNA Sonden verwendet. Die Lhx6- und die EphrinA5-Sonde wurde 
freundlicherweise von Ronny Niehage, die Sonden für EphA3, A4 und A5 von Katharina Merz und 
Sandra Barchmann zur Verfügung gestellt. Die Sequenzen von der EphA3-, A4- und A5-Sonden 
sind in der Diplomarbeit von Katharina Merz aufgeführt. Die Sequenzen der Sonden für Lhx6 und 
EphrinA5 (Efna5) können mit Hilfe der Daten aus Tabelle 8.2.5. ermittelt werden. Die Längen, 




















106 - 637 
 
Tab. 8.2.5.: Mittels der Accesory-Nummer (Acc#) kann in Pubmed die Sequenz der Lhx6 und EphrinA5-mRNA erhalten 
werden, gegen die die Sonden mit den angegebenen forward (for) und reverse (rev) Primer und der entsprechenden 
Positionen hergestellt wurden. 













Lhx6 467 57 73 
EphrinA5 431 50 67 
EphA3 1014 49 81 
EphA4 717 52 82 
EphA5 755 47 79 
 
Tab. 8.2.5.1: Zusammenfassung der Längen, GC-Gehalte und Hybridierungstemperaturen der verwendeten Sonden.  
 
8.2.6. Chemikalien 




















DMSO  INVITROGEN 





EphrinA5-Fc R&D SYSTEMS 
Essigsäure ROTH 
EtOH MERCK 
Fc ROCKLAND INC. 
Fixiersalz SIGMA 
Fötales Kälberserum  INVITROGEN 
GeneRulerTM 100 bp DNA-ladder 
Plus  
FERMENTAS 
















MgCl2-6 H2O MERCK 
MgSO4-7 H2O MERCK 
Mineralöl SIGMA 
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MOPS-Laufpuffer 20X INVITROGEN 
Mowiol4-88 CALBIOCHEM 














Probenpuffer für SDS PAGE INVITROGEN 
ProteinA-Sepahrose AMERSHAM 
Proteinmarker RPN 2107 AMERSHAM 
Reduzierungsagenz INVITROGEN 







Tween 20 MERCK 
 





2 Photonen konfokales  
Laser-Scanning-Mikroskop-LSM 510 
ZEISS 
Axiovert S-100 inverses Mikroskop ZEISS 
CCD Videokamera PLAYTYPUS 
CTI-Controller 3700 digital ZEISS 
Coolpix Digitalkamera NIKON 
Electrophoresis Power Supply GIBCO BRL 
Elektroporationskammer Dr. L. Fischer Heidelberg 
Elektroporationsimpulsgenerator EPI 
2500 
Dr. L. Fischer Heidelberg 
Fastblot B43 BIOMETRA 
Festwinkelrotor F45-30-11 EPPENDORF 
Hot-beat-Sterilisator FINE SCIENCE TOOLS 
Inkubator HERA cell HERAEUS 
Kryostat LEICA 
Laminarbox HERA SAFE HERAEUS 
Mastercycler Gradient EPPENDORF 
petriPERM 50 hydrophilic SATORIUS 
Plantisch ZEISS 
Spot Kamera VISITRON SYSTEMS 
Tempcontrol 37-2 digital ZEISS 
Tissue Chopper 
THE MICKLE LABORATORY 
ENGENEERING 
UV-visible Spektrophotometer UV-1601 SHIMADZU 
XCell 2-Elektrophoresekammer  NOVEX 
Zentrifuge „Biofuge Stratos“  HERAEUS 
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3 MM Filterpapier AMERSHAM 
4-12 % ige Bis-Tris Gradientengele INVITROGEN 
 
 
8.3. Zusatzmaterial: Time-Lapse Aufnahmen 
Die beiliegendene CD enthält die Time-lapse Aufnahmen, aus denen die im Ergebnisteil dargestellten 
Sequenzen entnommen wurden.  
 
Film 1:  kortikale Neurone auf homogenem EphrinA5-Fc, 3 bis 18 h in vitro, Sequenzen dargestellt in 
Abb. 4.1.2.2. A und Abb. 4.1.3.1. 
Film 2:  kortikale Neurone auf homogenem Kontrollprotein, 3 bis 18 h in vitro, Sequenzen dargestellt in 
Abb. 4.1.2.2. B 
Film 3:  kortikale Neurone auf homogenem EphrinA5-Fc mit inhibierter SFKs-Funktion durch 5 µM 
PP2, 3 bis 18 h in vitro, Sequenzen dargestellt in Abb. 4.1.3.1. 
Film 4:  kortikale Neurone auf alternierenden Streifen aus EphrinA5-Fc (dunkel unterlegt) und 
Kontrollprotein, 3 bis 9 h in vitro, Sequenzen dargestellt in Abb. 4.1.4.2. 
Film 5:  kortikale Neurone in Co-Kultur mit EphrinA5-transfizierten NIH/3T3-Fibroblasten, 24 bis 35 h 
in vitro, dargestellt in Abb. Abb. 4.1.7. B 
Film 6:  kortikale Neurone in Co-Kultur mit untransfizierten Kontroll-NIH/3T3-Fibroblasten, 24 bis 30 h 
in vitro, dargestellt in Abb. Abb. 4.1.7. C 
Film 7:  tangential migrierende EGFP-markierte MGE-Neurone auf einem coronalen Wildtyp-Schnitt, 
24 bis 44 h in vitro, dargestellt in Abb. 4.2.5.3. A und Abb. 4.2.5.4. A. Der 
Fluoreszenz-Time-Lapse Aufnahme wurde eine Durchlichtaufnahme des Schnittes unterlegt. 
Film 8:  tangential migrierende EGFP-markierte MGE-Neurone auf einem coronalen Wildtyp-Schnitt 
mit 5 µM EphrinA5-Fc im Medium, 24 bis 31 h in vitro, dargestellt in Abb. 4.2.5.3. B und 
Abb. 4.2.5.4. B. Der Fluoreszenz-Time-Lapse Aufnahme wurde eine Durchlichtaufnahme des 
Schnittes unterlegt. 
 




µl  Mikroliter 
µM  mikromolar 
Abb  Abbildung 
AEP  Area Entopedunculare 
AP  alkalische Phosphatase 
BCIP  5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat 
Bidest  bidestilliertes Wasser 
Bp  Basenpaare 
DAPI  4',6-Diamidino-2-phenylindol 
DEPC  Diethylpyrokarbonat 
D-MEM  Dulbecco´s Modified Eagle`s Medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  Desoxyribonucleosidtriphosphate  
EDTA  Ethyldiamintetraessigsäure 
Efn  Ephrin 
FBS  fötales Kälberserum  
GBSS  Gey´s balanced salt solution 
GPI  Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol 
h  Stunde 
HBSS  Hanks´balanced salt solution 
HEPES  N- (2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2- ethansulfonsäure 
Ig  Immunglobulin 
IZ  Intermediärzone 
kb  Kilobasen 
KP  kortikale Platte 
LB  Luria Broth 
LGE  laterale ganglionische Eminenz 
M  Molar 
min  Minuten 
MGE  mediale ganglionische Eminenz 
mM  millimolar 
mRNA  Boten-RNA 
mU  milli Units 
MZ  Marginalzone 
n  Stichprobenumfang 
NBT  Nitroblue Tetrazolium Chlorid 
OD  Optische Dichte 
PAGE  Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
PBS  Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion 
PFA  Paraformaldehyd 
PI-PLC   Phosphatidyl-Inosiltol-Phospholipase C 
PP2   4-Amino-5-(4-Chlorophenyl)-7-(t-Butyl)pyrazolo[3,4-d]Pyrimidin 
PP3   4-Amino-7-Phenylpyrazolo[3,4-d]Pyrimidin  
RNA  Ribonucleinsäure 
rpm  rotations per minute   
RT  Raumtemperatur 
RT-PCR  reverse Transkriptase-PCR 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SSC  Natriumcitrat-gepufferte Kochsalzlösung 
SVZ  Subventrikularzone 
Tab  Tabelle 
TAE  Tris-Acetat-EDTA 
TBE  Tris-Borat-EDTA 
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan   
Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  
Triton-X-100 t-Octylphenoxypolyethoxyethanol 
tRNA  Transfer-RNA 
U  Units 
VZ   Ventrikularzone 
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